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SOMMAIRE 
Les infections causées par Staphylococcus aureus sont associées à un fort taux de mortalité 
au sein de la société. En plus d'être responsable de diverses infections, cette bactérie 
possède une panoplie de résistances aux antibiotiques ce qui rend son traitement beaucoup 
plus difficile. La vaccination semble être la voie la plus prometteuse compte tenu de 
l'inefficacité des antibiotiques. Bien que cette bactérie cause beaucoup de dommages, il est 
difficile d'enrayer toute source de S. aureus puisque celle-ci est un commensal de l'humain 
et se retrouve au niveau du nez et sur la peau de porteurs sains. 
L'étude de l'efficacité d'un vaccin suite à une infection septicémique avec différentes 
souches de S. aureus chez la souris était le principal objectif du présent projet. Il s'agissait 
donc de comparer la protection immunitaire engendrée par le vaccin face à ces souches. 
Les souches SHY97-3906 (isolât de mammite), MRSA256c (isolât nasal chez l'humain) et 
Newman (souche contrôle séquencée, isolée au départ d'une ostéomyélite) ont été utilisées. 
Le vaccin que nous avons employé est composé de quatre protéines différentes hautement 
conservées chez les différentes souches de S. aureus soit; IsdB (iron-regulated surface 
déterminant), HarA/IsdH (haptoglobin receptor A), ClfA (dumping fuclor A) et GapC/B 
(glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). De plus, deux adjuvants ont été utilisés, le 
PCEP (polyphosphazene) et le pGM-CSF (gramdocyte-macrophage colony-stimulating 
factor plasmidique). Ces différents éléments de notre vaccin ont été choisis suite à des 
résultats préliminaires obtenus au laboratoire par Marie Rivest. 
Ce vaccin a donc été testé chez la souris (CD-1) face à une infection septicémique. Suite à 
des résultats non concluants, l'objectif de l'étude s'est plutôt redirigé vers l'investigation 
de l'échec du vaccin face à la septicémie. 
Puisque le vaccin ne semblait pas pouvoir contenir l'infection, il était important de vérifier 
l'efficacité des anticorps à lier la bactérie. Une grande variabilité a été obtenue ce qui a 
poussé l'analyse plus loin, au niveau de l'expression des gènes cibles. Des PCR réguliers et 
quantitatifs ont été réalisés sur les différentes souches afin de déterminer les différences 
n 
d'expression. De plus, lors de mise au point du modèle de septicémie des différences 
notables de virulence in vivo avaient été observées entre les souches de S. aureus. Un lien a 
donc pu être fait entre l'habileté des anticorps à lier les souches, l'expression des protéines 
cibles et la virulence des souches afin d'expliquer en partie, l'échec de notre vaccin face à 
S. aureus. Comme il a été démontré dans la littérature que les individus portant & aureus 
au niveau du nez étaient plus enclins à développer des infections, une mise au point du 
modèle nasal a été effectuée. Cependant, aucun résultat significatif au niveau de la 
protection n'a été obtenu. 
Mots-clés : Staphylococcus aureus, vaccination, septicémie, immunisation, modèles 
murins, anticorps, virulence 
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INTRODUCTION 
1.1 Contexte du projet 
Les infections à Staphylococcus aureus sont reliées à un fort taux de mortalité dans la 
communauté. Ce pathogène Gram positif est opportuniste et cause un large spectre 
d'infections, il peut causer de simples affections cutanées, mais peut aussi donner lieu à un 
choc toxique et causer la mort. En plus d'être responsable de plusieurs infections, cette 
bactérie possède une large gamme de résistances aux antibiotiques ce qui rend son 
traitement beaucoup plus difficile. Le plus grand problème en soi est le fait que cette 
bactérie était avant tout beaucoup plus fréquente au sein des hôpitaux (ex : HA-MRSA, 
hospital-acquired methicillin résistant S. aureus) et qu'avec le temps celle-ci s'est 
propagée au sein de la communauté (CA-MRSA, community-acquired methicillin résistant 
S. aureus). Évidemment, cette situation n'a qu'aggravé les choses. 
Il est cependant très difficile d'enrayer toutes sources de S. aureus puisque cette bactérie 
est un commensal de l'humain et est retrouvée au niveau du nez (nasal carriage) et sur la 
peau de porteurs sains. Au niveau du nez, 20% des gens sont des porteurs persistants, 60% 
sont porteurs intermittents et 20% sont non-porteurs (Schaffer et ai, 2006). Ce qui indique 
que près de 80% de la population pourrait être porteuse de S. aureus. De plus, il a été 
identifié que près de 80% des souches isolées des nez étaient les mêmes que celles isolées 
cliniquement de ces mêmes patients malades (von Eiff et ai, 2001). La présence de cette 
bactérie chez les gens représente donc un facteur de risque pour les infections à S aureus 
tel, les septicémies présentes au sein des hôpitaux. Il est donc primordial de pouvoir 
contrôler la présence de S. aureus chez les gens à risque. 
Le domaine de la recherche scientifique déploie plusieurs efforts afin de trouver un 
traitement efficace contre S. aureus. Compte tenu de l'inefficacité des antibiotiques, la 
vaccination semble être la voie la plus prometteuse. Cependant, les cibles à utiliser doivent 
être choisies avec soin, car S. aureus possède plusieurs facteurs de virulence qui lui 
permettent d'échapper au système immunitaire de l'hôte. 
1 
1.2 Les infections à Staphylococcus aureus 
1.2.1 La septicémie 
Une septicémie est, par définition, une infection caractérisée par la dissémination, par voie 
sanguine, de microorganismes pathogènes à partir d'un foyer infectieux primaire suivi par 
l'apparition de symptômes graves. Selon le programme de surveillance antimicrobien 
SENTRY, la septicémie représente, au Canada, près de 20% des infections à S. aureus 
(Diekema et al., 2001). Cette pathologie est de plus en plus préoccupante en effet, aux 
États-Unis de 1980 à 1990, une augmentation de l'occurrence de celle-ci de 283% a été 
enregistrée (Banerjee et al, 1991). Ceci est en partie dû à l'augmentation des facteurs de 
risque au sein de la communauté. L'allongement de l'espérance de vie, l'implantation plus 
fréquente de matériel étranger, l'apparition de nouveaux outils de diagnostic, de nouvelles 
perspectives thérapeutiques, l'augmentation des infections nosocomiales ainsi que la 
présence de S. aureus au niveau du nez chez plusieurs individus ne sont que quelques 
exemples (Wertheim et al., 2004). Ce qui rend cette infection très préoccupante est le fait 
que dans 10 à 30% (Hoen et ai, 2002) des cas de septicémie à S. aureus, il va y avoir une 
complication majeure; l'apparition d'une endocardite (inflammation de l'endocarde 
affectant les valvules). Cette complication de l'infection est très grave. Dans 20% des cas 
d'endocardite il va y avoir une mortalité intra hospitalière et dans 40% des cas la mort 
surviendra dans les 5 années à venir suivant les débuts de la maladie (Hoen et ai, 2002). 
1.2.2 Le portage nasal 
Le portage nasal n'est pas une infection en soi, il s'agit plutôt d'une colonisation naturelle 
du nez de certains individus. Les narines seraient finalement la niche principale de S. 
aureus chez certaines personnes. Ce phénomène n'est cependant pas sans conséquence, 
plusieurs études relient l'incidence des infections à .S*, aureus à sa présence dans les nez 
des gens (Reagan et ai, 1991 ; Kluytmans étal., 1998 ; Wertheim étal, 2004). En effet, 
selon une étude effectuée en 2001, près de 80%> des souches isolées des nez étaient les 
mêmes que celles isolées cliniquement de patients malades (von Eiff et al., 2001). Bref, 
puisque des souches de S. aureus multi-résistantes ont été isolées des nez d'individus 
2 
porteurs de cette bactérie, l'utilisation de moyens alternatifs aux antibiotiques afin 
d'éliminer celles-ci sont nécessaires (Kiser et al, 1999). 
1.3 Le système immunitaire 
I 3.1 L'immunité innée 
La réponse immunitaire innée constitue la première ligne de défense contre différents 
agents pathogènes, dont les bactéries. Celle-ci est constituée de l'épithélium, du 
complément, de phagocytes (macrophages et neutrophiles), de cytokines ainsi que de 
cellules cytotoxiques appelées cellules NK (natural killer). La figure 1 résume les 
différents facteurs de la réponse immunitaire innée qui influencent une infection 
bactérienne à Staphylococcus aureus. 
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Figure 1 : Modélisation du système immunitaire inné contre une infection à 
Staphylococcus aureus (Komatsuzawa étal, 2006) 
La surface externe du corps humain est recouverte en continu par des cellules dites 
« épithéliales », celles-ci forment l'épithélium. Cette couche de cellules forme donc la peau 
et les muqueuses (tractus respiratoire, gastro-intestinal et uro-génital). Celle-ci pennet de 
protéger les organes et les tissus du corps humain contre l'environnement extérieur 
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contenant, par exemple, des bactéries. Une infection survient uniquement lorsque ces 
barrières sont rompues. 
Une fois que le pathogène a réussi à contourner les barrières physiques de l'hôte, une forte 
réponse inflammatoire sera stimulée par la bactérie. Celle-ci implique la migration de 
neutrophiles et de macrophages au site d'infection. Ces cellules vont tenter d'engouffrer le 
pathogène et par le fait même de disposer de celui-ci. Pour se faire, ces cellules vont avoir 
recours à différentes aides dont les anticorps présents dans le sérum de l'hôte ou le 
complément. C'est à ce moment que la première confrontation face au système 
immunitaire de l'hôte aura lieu. Le complément peut être activé par trois différentes voies ; 
la voie classique, celles des lectines et finalement la voie alternative. La figure 2 en fait le 
résumé. Les deux principaux buts de l'activation du complément sont de faciliter la 
phagocytose via l'opsonisation (activité de toute molécule qui, en recouvrant la surface des 
pathogènes ou d'autres particules, facilite leur ingestion par les phagocytes (Parham, 
2003)) du pathogène ou de lyser celui-ci. Les phagocytes seront attirés au site d'infection 
via différentes molécules relâchées lors de l'activation du complément soit ; le C3a et C5a 
(phénomène appelé chimiotactisme). 
1.3.2 L'immunité adaptative 
L'immunité innée est vraiment la première réponse mise en place, les mécanismes présents 
dans cette réponse permettent une mobilisation rapide. Cependant, ils ne permettent 
toutefois pas toujours d'éliminer le pathogène présent. La réponse innée permet donc de 
contenir l'infection pendant que l'immunité adaptative (plus spécifique au pathogène) se 
mobilise. Cette réponse est beaucoup plus puissante, mais possède des mécanismes lents à 
mettre en place afin d'être pleinement efficaces. La figure 3 met en relief les principales 
différences entre ces deux réponses immunitaires. 
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Figure 2 . Voies d'activation du complément (a) classique, b) des lectines et c) alternative) 
(Fujita L, 2002) 
L'immunité innée utilise des molécules qui reconnaissent plusieurs pathogènes via des 
motifs qui sont généralement conservés chez les microorganismes, l'immunité adaptative 
utilise une tout autre stratégie. Celle-ci consiste à la production d'immunoglobulmes 
(anticorps) et récepteurs de cellules T par les lymphocytes activés du système immunitaire. 
Lors de l'infection, des cellules B et T stimulées vont proliférer et produire des molécules 
de reconnaissance spécifiques à certains constituants du pathogène La réponse 
immunitaire est alors hautement sélective et spécifique. À la figure 4, une présentation très 
simplifiée explique les différentes étapes menant à une réponse immunitaire de type 
humoral (production d'anticorps) ou cellulaire (cellules cytotoxiques : lymphocyte T CD8 
et NK). En résumé, le pathogène va premièrement tenter d'infecter l'hôte. Des 
macrophages (ou auties CPA) vont engouffrer certaines bactéries et présenter à leui 
surface, via le CMH de type II, des antigènes du pathogène. Ces antigènes seront présentés 
aux lymphocytes T de type CD4, ceux-ci seront activés via la sécrétion de cytokines 
(notamment 1TL-1) par la CPA. 
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Figure 3 : Les principales caractéristiques de l'immunité innée et de l'immunité adaptative 
(Parham, 2003) 
Les lymphocytes de type CD4 peuvent alors agir de deux façons, premièrement ils peuvent 
aller activei un lymphocyte B qui, par le biais de l'IL-2, va se différencier en plasmocyte 
(cellules productrices/sécrétrices d'anticorps). Suite à la production d'anticorps, le 
pathogène peut être éliminé via deux phénomènes différents : la neutralisation et 
l'opsonisation. Cette partie de la réponse immunitaire repiésente le type humoral. 
Deuxièmement, il peut aussi aller activer les cellules cytotoxiques (lymphocytes T de type 
CD8 ou les NK) via la sécrétion de différentes cytokines (ex ; IFN-y, -p, -a et IL-2). Les 
cellules cytotoxiques vont donc pai la suite aller détruire les cellules infectées par le 
pathogène. 
Tous ces événements constituent la réponse immunitaire contre Staphylococcus aureus 
cependant, cette bactérie a développé différents mécanismes afin de contourner ces 
phénomènes. 
1.4 Évasion du système immunitaire par Staphylococcus aureus 
Staphylococcus aureus possède différents facteurs de virulence qui lui permettent de 
survivre dans l'hôte. Certains facteurs sont des antigènes de surface (il en sera question 
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Figure 4 : Les étapes de la réponse immunitaire (Abbas et al, 2008) 
plus tard), mais certains s'attaquent directement à la réponse immunitaire et c'est ce qui 
rend le combat contre cette bactérie plus difficile. 
Ces facteurs de virulence peuvent aller jouer sur différents aspects de la réponse 
immunitaire En effet, l'inhibition des neutrophiles (à l'aide des protéines CHIPS, Eap et 
différentes toxines), l'augmentation de la résistance à la phagocytose (avec la protéine A, 
ClfA, SCIN , Efb, SAK et la présence d'une capsule), l'immuno-modulation des cellules 
immunitaires (par la protéine A, TSST-1 et Eap) sont là quelques exemples d'évasion 
utilisés par certaines souches de 5 aureus (voir résumé tableau 1 ) Ces facteurs font en 
sorte que S. aureus est une bactérie très préoccupante, car ils lui permettent de persister dans 
les différentes infections énumérées à la section 1.2 (Infections à S. aureus). 
1.5 Revue sur la vaccination contre S. aureus 
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Tableau 1 : Facteurs de virulence permettant l'évasion du système immunitaire par S. aureus 
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Le tableau 2 fait le résumé sur les différentes cibles vaccinales utilisées. 
1.5.1 Composantes de surface chez S. aureus 
\.5A.\StaphVAX® 
Puisque la plupart des souches de S. aureus sont encapsulées, la capsule semblait être une 
cible de choix (tableau 1). Différents types de capsules sont présentes chez les souches de 
S. aureus les principaux étant les types 5, 8 et 336. Les types capsulaires prédominants 
chez les isolats cliniques sont les types 5 et 8 (CP5 et CP8). Ce vaccin contient donc ces 
deux types de polysaccharides capsulaires et était conçu pour les gens à haut risque pour 
les infections à S. aureus (septicémie chez les gens en hémodialyse fréquente) (Shinefield 
et al, 2002; Fattom et al, 2004). Cependant, suite à des essais cliniques décevants, il a été 
conclu que les polysaccharides capsulaires seuls ne protègent pas contre les infections à 5. 
aureus. Prochainement, le type capsulaire 336, les toxines (détoxifiées) alpha et PVL 
(tableau 1) seraient les prochaines cibles à être incluses au sein de ce vaccin (Middleton, 
2008). 
1.5.1.2 Adhésines de surface 
Différents facteurs sont importants pour l'adhésion de la bactérie à la matrice 
extracellulaire de l'hôte. Les protéines Clf (dumping factor, tableau 1) A et B. FnBp 
(Fibronectin binding protein) A et B et Cna (Collagen binding protein) représentent 
quelques-uns de ces facteurs. L'équipe de Gaudreau et al (2007) en ont fait un vaccin à 
ADN multivalent. Lors d'une infection avec une souche virulente de S. aureus, les souris 
vaccinées ont survécu à 55% comparativement à 15% pour les souris contrôle. Malgré 
cette différence au niveau de la survie, les souris vaccinées ont quand même toutes 
développé de l'arthrite. 
1.5.1.3 V710 (IsdB) 
Cette protéine a tout d'abord été identifiée comme étant un bon candidat par l'équipe de 
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Etz et al. (2002). Ils ont démontré la présence d'anticorps dirigés contre cette protéine au 
niveau de sérum humain. Le vaccin V710 contient donc celle protéine et est présentement 
en phase clinique 11 et III. Celui-ci serait surtout destiné aux patients subissant des 
chirurgies cardiaques (Schaffer et Lee, 2008). L'étude devrait se terminer en 2014 selon le 
site Internet de la compagnie Merck qui est propriétaire de ce vaccin. 
1.5.1.4 Aurexis® (tefibazumab) 
Au départ des anticorps monoclonaux murins ont été produits contre ClfA et ont protégé 
contre une septicémie à S. aureus (Hall et al, 2003). Par la suite, une version humanisée de 
ces anticorps a été mise au point (Aurexis®). Chez le lapin, deux doses du vaccin en 
combinaison avec la vancomycine ont donné lieu à une diminution des UFC/g de foie lors 
d'une septicémie (la vancomycine seule n'a pas eu cet effet) (Parti, 2004). 
1.5.1.5 Poly-N-acétylglucosamine (PNAG) 
Le PNAG est un polysaccharide qui promeut la formation de biofilm et donc augmente la 
virulence des souches de S. aureus. Il a été démontré que la forme deacétylée du PNAG 
fusionné à la toxine diphtérique permet d'avoir des anticorps qui, lorsqu'injectés de façon 
passive, diminuent la présence de S. aureus au niveau de la circulation sanguine (Maira-
Litran et al, 2005). 
1.5.1.6 ETI-211 
Ce vaccin contient un anticorps monoclonal contre la protéine A lié à un anticorps 
monoclonal contre le CRI (complément receptor 1). Le complexe devrait alors aller se lier 
au CR1 présent à la surface des érythrocytes et parallèlement, aller lier la bactérie. Une fois 
le tout réuni, le complexe serait pris en charge et détruit par le système immunitaire via les 
macrophages. Ce vaccin a démontré son efficacité au niveau de la septicémie (Schaffer et 




Les souches SARM (ou MRSA) possèdent le gène mecA qui leur confère leur résistance à 
la méthicilline. La protéine codée par ce gène est la protéine PBP2a (Penicillin binding 
protein). Une équipe (Senna et al, 2003; Roth et al, 2006) s'est intéressée à la vaccination 
à F ADN via un plasmide codant pour un fragment de ce gène afin de cibler les souches de 
SARM. Celui-ci a permis de réduire la quantité de bactérie au niveau des reins lors d'une 
infection sous-léthale. De plus, la vaccination n'a pas affecté la flore normale présente 
chez la souris. 
1.5.1.8 Multivalent 
L'équipe de Stranger-Jones et al. (2006) ont été les pionniers au niveau de la vaccination 
contenant plusieurs protéines de surface. Leur vaccin, contenant quatre différentes 
protéines de S. aureus (IsdA, IsdB, SdrD et SdrE), a démontré une protection complète 
(100%) des animaux. Lorsque les protéines étaient utilisées individuellement, des 
protections partielles (entre 50 et 70%) étaient obtenues, ce qui démontre Tmiportante de la 
synergie des réponses immunitaires. 
1.5.2 Toxines 
1.5.2.1 Alpha-hémolysine 
Cette toxine sécrétée par S. aureus permet la formation de pores chez les cellules 
eucaryotes. Un mutant de cette toxine, non hémolytique, a été produit et utilisé dans le 
cadre de vaccination chez la souris contre une pneumonie. Une diminution significative de 
la mortalité a été obtenue (Wardenburg et Schneewind, 2008). 
1.5.2.2 Superantigène 
Cette toxine agit comme un activateur des cellules T stimulant la sécrétion de cytokines 
inflammatoires. L'utilisation de mutant de la toxine SEB (staphylococcal enterotoxin B), 
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non toxique, a permis de protéger des macaques contre les effets de la toxine (Lowell et 
al., 1996). L'immunisation passive à l'aide d'anticorps dirigés contre celle-ci a aussi eu le 
même effet (LeClaire et al, 2002). 
1.5.3 Cibles alternatives 
1.5.3.1 RAP, RIP et TRAP 
Certains facteurs de virulence sont exprimés en phase de croissance post- exponentielle et 
sont régulés par des mécanismes de quorum- sensing (synchronisation de l'expression dans 
une population donnée en fonction de la densité de celle-ci) et donc, en partie par le locus 
agr. En effet, le système agr contient différents peptides régulateurs dont RAP (RNAIII-
activating protein), TRAP (target of RAP) et RIP (RNAIII- inhibiting protein). Ces 
protéines permettent donc d'exprimer certains facteurs de virulence de façon contrôlée. 
L'équipe de Balaban (1998) ont rapporté le potentiel vaccinal de RAP, dans un modèle 
murin de lésions cutanées à S. aureus. Ils ont découvert que 28% des souris vaccinées ont 
eu des lésions comparées à 70% pour les souris contrôles. De plus, les lésions des souris 
vaccinées étaient beaucoup moins importantes que celles des souris contrôles. La même 
équipe s'est intéressée à la protéine RIP dans un modèle de septicémie. Les souris 
vaccinées étaient protégées contre l'infection lorsque comparées aux souris contrôles 
cependant, un effet dose-dépendant en lien avec la souche de S. aureus utilisée a été 
observé. 
La protéine TRAP a aussi été utilisée par l'équipe de Yang (2005; 2006), avec des 
anticorps anti- TRAP ils ont pu identifier un peptide précis, le peptide TA21 comme cible 
vaccinale. Ce peptide a donc été exprimé à la surface d'une souche de E.coli et a été utilisé 
comme vaccin. Dans un modèle de septicémie les souris vaccinées n'ont subi auctuie 
mortalité (0%), tandis que le groupe contrôle a eu 100% de mortalité. Au niveau d'un 
modèle de cellulite à S. aureus, toutes les souris contrôles avaient des lésions cependant, 
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Tableau 2 : Résumé de la vaccination faite chez S. aureus 
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1.6 Facteurs de virulence de S. aureus 
Plusieurs facteurs de virulence sont présents chez S. aureus, par exemple, ceux participants 
à l'évasion du système immunitaire. Dans cette section du présent document, les facteurs 
de virulence présentés sont les protéines qui ont servi à mettre au point le vaccin utilisé 
dans la présente étude (IsdB, HarA/HarA, GapC/B et ClfA). 
1.6.1 IsdB et HarA/IsdH (iron-regulated déterminant et haptoglobin receptor) 
Ces protéines de surface font partie du système Isd qui se lie à différentes hémoprotéines 
afin de transporter Thème à l'intérieur de la bactérie et, par le fait- même, d'obtenir du fer 
(Skaar et al, 2004). Afin de survivre et d'infecter, la bactérie est dépendante du fer et doit 
absolument s'en procurer puisqu'il est le cofacteur de plusieurs processus biochimiques 
(Skaar et al, 2004). Lorsque le fer se retrouve séquestré au sein d'hémoprotéines, donc lié 
à Thème, il n'est pas accessible. C'est pourquoi la bactérie possède le système Isd afin de 
contourner ce problème (Skaar et al, 2004; Tories et al, 2006). Le système Isd est un 
système complexe qui contient différentes protéines présentes de part et d'autre de la paroi 
de la bactérie afin de décomplexer le fer des hémoprotéines (voir figure 5). Les gènes 
codant pour les protéines d'acquisition du fer sont régulés par celui-ci en effet, lorsque le 
fer est présent en forte quantité les protéines sont sous exprimées alors qu'elles sont 
surexprimées lorsque le niveau de fer est bas (Escolar et al, 1999). Ceci est dû à la 
présence de la protéine Fur (ferrie uptake regulator), comme illustré à la figure 6. 
L'opéron qui permet l'expression des protéines du système Isd possède un domaine appelé 
«fur box » ; séquence à laquelle la protéine fur peut aller se lier et réguler de façon 
négative l'expression des protéines. Lorsqu'il y a présence de fer celui-ci va aller se lier à 
la protéine fur et lui donner une conformation qui permet la liaison au domaine «fur box ». 
Lorsque cette situation se produit, il y a inhibition de la transcription et donc sous-
expression des protéines. Lorsque le fer est absent la protéine fur ne peut donc pas se lier 
au promoteur et il va y avoir expression des protéines. Il existe différentes hémoprotéines, 
les deux plus importantes étant l'hémoglobine et Thaptoglobine. Il a été démontré qu'HarA 
(aussi appelé IsdH) possède une plus grande affinité pour Thaptoglobine et serait le seul 
récepteur de cette protéine chez S. aureus. Pour ce qui est de IsdB, celle-ci se lierait 
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seulement à l'hémoglobine (Dryla et al, 2007). En résumé, le fer est lié à Thème et ce 
complexe va se lier à l'hémoglobine. L'hémoglobine peut alors se lier à IsdB ou a 
Thaptoglobine qui elle va se lier à HarA La question que plusieurs équipes de recherche se 
sont posée est la suivante • pourquoi avoir un récepteur à hémoglobine et un à haptoglobine 
se liant au complexe hémoglobme-haptoglobme? Plusieurs hypothèses peuvent expliquer 
ce phénomène, mais une semble très intéressante (Dryla et al, 2007) En fait, HarA serait 
un récepteur à très haute affinité pour Thaptoglobine qui, elle a une très haute affinité pour 
l'hémoglobine. Puisque S. aureus possède des toxines hémolytiques, le récepteur de 
Thaptoglobine serait très important, il servirait à reprendre rapidement le fer complexé à 
l'hémoglobine via Thaptoglobine afin de pouvoir s'en servir. L'haptoglobine serait donc 
une hémoprotéine de l'hôte servant à effectuer la recapture de l'hémoglobine présente chez 
celui-ci. Le transport du fer, dans un milieu qui en contient peu (comme c'est le cas chez 
Thôte), serait directement touché lors de la vaccination à l'aide de ces protéines. De plus, 
plusieurs articles désignent celles-ci comme étant d'excellents candidats pour une 
vaccination efficace contre S. aureus (Kuklin et al, 2006; Clarke étal, 2006). L'équipe de 
Visai (Visai et al, 2009) a récemment identifié un tôle d'immunomodulation à la protéine 
HarA, en effet elle viendrait augmenter la dégradation du facteur C3b au niveau du 
complément. 
Figure 5 : Système Isd (Iron- regulated déterminant) (Inspiré de Skaar et al, 2004) 
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Expression des protéines 
Fer Extérieur bactérie 
Figure 6 : Régulation de l'expression des protéines d'acquisition du fer (Inspiré de: Skaar 
et Schneewind, 2004; De Lorenzo et al, 1999) 
1.6.2 GapC/B (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase C et B) 
Dans la littérature, il a été démontré que les protéines possédant une activité 
glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) au sein de voies métaboliques (ex : 
glycolyse) pourraient être utilisées comme antigènes contre des infections parasitaires et 
microbiennes (Gil-Navarro et al, 1997; Argiro et al, 2000; Muller-Schollenberger et al, 
2001; Rosinha et al, 2002). L'équipe de Perez- Casai s'est penchée plus particulièrement 
sur deux protéines de surface qui possèdent cette activité, GapB et GapC chez S. aureus 
(Perez-Casal et al, 2006). Suite à une étude ultérieure effectuée par la même équipe, ces 
protéines ont été synthétisées en chimère (GapC/B) (Goji et al, 2004). Il a été rapporté 
qu'une immunisation à l'aide de cette protéine a donné lieu à une réponse immunitaire 
balancée entre les types Thl (réponse cellulaire) et Th2 (réponse humorale) (Perez-Casal et 
al, 2006). En d'autres mots, une réponse autant cellulaire qu'humorale est obtenue, ce qui 
en fait donc un excellent candidat puisque S. aureus est capable de s'internaliser via 
différents mécanismes (Moisan et al, 2006). Peu de choses sont connues à propos de 
GapB et GapC à ce jour. 
1.6.3 ClfA (dumping factor A) 
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Le ClfA est une adhésine qui lie le fibrinogène et la fibrine tous deux présents dans le sang 
(Brouillette et al., 2002). Elle joue un rôle de protection chez S. aureus de différentes 
façons. Par exemple, les bactéries sont capables via le ClfA de lier Tune à l'autre ce qui va 
avoir pour effet de diminuer l'efficacité de phagocytose par les cellules phagocytaires, ce 
phénomène est cependant beaucoup plus présent in vitro qu'z'w vivo puisque les bactéries 
sont beaucoup plus denses dans le premier cas (Foster, 2005). Sa fonction principale est de 
lier le fibrinogène (molécule de l'hôte) pour se camoufler du système immunitaire, plus 
précisément en empêchant Topsonisation et donc la phagocytose (Josefsson et al, 2001). 
Cette situation se produit chez les patients possédant de bas titres d'anticorps contre le 
ClfA (patients non vaccinés) et permet à la bactérie de survivre au sein de l'hôte. 
Cependant, lorsque la quantité d'anticorps devient plus importante, il y a protection par le 
système immunitaire (Higgins étal, 2006). 
Ces différents facteurs de virulence sont modulés tout au long de l'infection. Ils sont 
contrôlés via différents systèmes de régulation présents chez les procaryotes. La figure 7 
montre quels facteurs de virulences sont exprimés durant la croissance bactérienne. Les 
facteurs d'adhésion chez la bactérie (ex : ClfA) sont exprimés en début de croissance afin 
de bien coloniser l'hôte (Cheung, 2001). Par la suite, durant la phase exponentielle il y a 
production des protéines de surface (Cheung, 2001), par exemple les protéines du système 
Isd ainsi que les GAPDH (GapC et GapB) de surface. Suivant la phase exponentielle, il y a 
la phase post- exponentielle. Durant cette phase, les facteurs de destruction ou d'agressivité 
envers l'hôte sont alors exprimés (ex : hémolysines) (Cheung, 2001). Finalement, c'est la 
phase stationnaire, celle-ci indique là un équilibre entre la mort de la bactérie et sa 
croissance. Chez l'hôte la mort peut être plus rapide ou plus lente. Si celle-ci est hâtive, 
c'est que l'hôte a pu combattre la bactérie sinon, c'est l'inverse, la bactérie a pris le dessus 
et par épuisement des nutriments elle va diminuer en nombre. 
1.7 Adjuvants 
Avec nos différentes protéines qui représentent divers facteurs de virulence, deux 
adjuvants ont été utilisés. Premièrement, le GM-CSF (Gramdocyte-macrophage colony-
stimulating factor) sous forme de plasmide (plasmide pCI) ainsi que le PCEP 
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(Polyphosphazene). Les adjuvants sont des « substances utilisées pour amplifier la réponse 
immunitaire adaptative à tout antigène » (Parharn, 2003). Ces molécules doivent donc être 
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Figure 7 : Expression des facteurs de virulence selon la courbe de croissance bactérienne (4 
phases : latence, exponentielle, post- exponentielle et stationnaire) (Inspiré de Cheung, 
2001) 
1.7.1 pGM-CSF 
Le Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor est un facteur de croissance pour 
les macrophages et cellules dendritiques. Après une période de maturation, celles-ci 
deviennent des cellules présentatrices d'antigènes (CPA), les cellules clés de la réponse 
immunitaire (Bowne et al, 1999). La co- administration de pGM-CSF a démontré son 
efficacité au sein de plusieurs études en augmentant Timmunogénicité et la réponse 
immunitaire face à plusieurs antigènes. (Weiss étal, 1998 ; Lee étal, 1999 ; Parker et al, 
2001). L'utilisation du pGM-CSF (plutôt que la protéine elle-même) est justifiable par le 
fait que, contrairement au plasmide, le GM-CSF sous forme protéique a une durée de vie 
très courte et nécessite plusieurs injections pour avoir le même effet (Bowne et al, 1999). 
Finalement, des résultats préliminaires au sein de notre laboratoire démontrent une 
diminution de la variabilité entre les réponses immunitaires des animaux (par Marie 
Rivest). 
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1.7.2 PCEP (Polyphosphazene) 
Ce nouvel adjuvant est un polymère qui permet d'avoir une réponse immunitaire environ 
mille fois plus grande qu'avec l'alun, l'un des seuls adjuvants utilisés chez l'humain 
(Mutwiri et al, 2007). De plus, contrairement à l'alun celui-ci permet d'obtenir une 
réponse de type Thl/Th2 en plus de la faire durer plus longtemps sans nécessité de 
« rappel » antigénique (Mutwiri et al, 2007).Une réponse immunitaire balancée Thl et 
Th2 est très importante dans le cadre de cette étude puisque, comme mentionné plus tôt, S. 
aureus peut s'internaliser dans les cellules de l'hôte (Moisan et al, 2006). Cette situation 
nécessite donc une réponse immunitaire autant cytotoxique qu'humorale. Il a aussi été 
démontré qu'une quantité 25 fois moins élevée d'antigène peut être utilisée sans affecter la 
réponse immunitaire (Mutwiri et al, 2007). Finalement, l'adjuvant peut, à lui seul, 
stimuler la réponse innée en induisant la production d'IFN-y. Cet aspect est très intéressant 
compte tenu de la grande capacité de S. aureus à évader la réponse immunitaire innée (voir 
section 1.4 Evasion du système immunitaire par S. aureus). Pour toutes ces raisons, le 
PCEP a été inclus dans la présente étude, cet adjuvant semble très prometteur. 
1.8 Objectifs et hypothèses 
S. aureus est un pathogène grâce à ses nombreux facteurs de virulence peut causer 
plusieurs pathologies. Lorsqu'une vaccination efficace est effectuée avec diverses 
protéines (qui représentent ces facteurs de virulence), celle-ci pourrait aboutir à une 
production importante d'anticorps et finalement, à la protection des individus contre ces 
maladies. Plusieurs objectifs ont été fixés afin de vérifier cette hypothèse. Premièrement, 
déterminer le moment où les anticorps sont à leur plus haut niveau (pour les futures 
infections). Deuxièmement, déterminer si les titres d'anticorps obtenus lors de l'injection 
des quatre protéines ensemble (mixte) étaient équivalents aux protéines injectées seules. 
Ensuite, mettre au point un modèle d'infection septicémique (pathologie au cœur de 
l'étude) à l'aide des trois différentes souches de S. aureus utilisées; SHY97-3906 (Diarra et 
al, 2002), MRSA256c et Newman (Baba et al, 2008). Quatrièmement, déterminer 
l'efficacité du vaccin face à l'infection septicémique (déterminé par une diminution 
significative des UFC/g d'organe (reins et foies) en 24 heures). Cinquièmement, mettre au 
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point le modèle de portage nasal. Tester l'efficacité du vaccin face au modèle d'infection. 
Finalement, suite à l'inefficacité du vaccin avec les deux modèles d'infection (septicémie 
et portage nasal), deux objectifs supplémentaires se sont greffés au projet afin 
d'investiguer sur l'échec du vaccin. Premièrement, déterminer l'habileté des anticorps à 
lier les souches de S. aureus et deuxièmement, déterminer l'expression des gènes cibles 
(protéines du vaccin) chez les souches utilisées par PCR quantitatif. 
CHAPITRE 1 
MATÉRIEL ET MÉTHODES 
1.1 Préparation des composantes du vaccin 
1.1.1 Préparation des protéines du vaccin 
1.1.1.1 Clonage des gènes d'intérêt 
Pour le gène HarA (2495 pb), celui-ci a été clone par Julie Blouin, il avait donc déjà clone 
dans le vecteur d'expression pQE-30 (retrouvé dans la trousse Qiaexpress Type IV de 
Qiagen). La protéine GapC/B (2064 pb) est une chimère des gènes GapC et GapB, le 
plasmide contenant l'insertion a été fourni par VIDO (Viral and Infections Diseases 
Organization) situé à Saskatoon (Perez-Casal et al, 2006). Celui-ci a aussi été clone dans 
le vecteur pQE-30. Le gène ClfA (1011 pb) a été clone dans le vecteur pGEX (GE) par 
Éric Brouillette (Brouillette et al, 2002). Finalement, le gène IsdB (1747 pb) a aussi été 
clone dans le vecteur pQE-30 auparavant par Marie Rivest. 
1.1.1.2 Vérification des clones 
Au laboratoire, les clones ayant été testés par séquençage (au service de séquençage à 
l'Université de Calgary) étaient déjà disponibles. Les plasmides codant pour les protéines 
HarA, IsdB et GapC/B ont donc auparavant été transformés dans une souche à'Escherichia 
coli, la souche M15[pREP4] (retrouvée dans la trousse Qiaexpress Type IV de Qiagen). 
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Ces clones ont été repris au laboratoire, ensemencés dans du bouillon Luria-Bertani (LB, 
Sigma) contenant 100 ug/ml d'ampicilline (permet une sélection des bactéries qui 
possèdent le vecteur sur lequel il y a un gène de résistance à Tampicilline) et 25 ug/ml de 
kanamycine (M15[pREP4J sont résistantes à la kanamycine grâce au plasmide pREP4 
présent). Par la suite, des extractions d'ADN plasmidique ont été réalisées sur les colonies 
par Qiaprep miniprep kit selon les recommandations du fabricant (Qiagen). Le produit 
obtenu a été envoyé pour séquençage afin de déterminer s'il y avait une différence à l'aide 
d'amorces présentes sur les vecteurs utilisés selon le cas (pGEX ou pQE-30, voir tableau 
3). Une fois que ces clones ont été vérifiés, un stock de ceux-ci a été conservé à -80°C dans 
du LB contenant 40% de glycérol pour utilisation future. 






5 ' -GGGCTGGCAAGCC ACGTTTGGTG-3 ' 
5 ' -CCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGG-3 ' 
5 '-CGGATAACAATTTC ACACAG-3 ' 






Tableau 3 : Liste des amorces utilisées pour le séquençage des plasmides pour la 
production de protéines recombinantes 
1.1.1.3 Production des protéines recombinantes 
Les protéines HarA, IsdB et GapC/B ont été produites au laboratoire, sauf la protéine ClfA, 
celle-ci nous a été donnée par le Dr. Pierre Laçasse (Centre de Recherche et de 
développement sur le bovin laitier et le Porc, Sherbrooke). Pour chacun des clones positifs 
(testés par séquençage), une pré- culture de 5 ml a été réalisée dans du milieu LB contenant 
100 ug/ml d'ampicilline et 25 ug/ml de kanamycine. Les pré-cultures étaient incubées 16-
18 heures à 37°C. Par la suite, 2,4 L de milieu Yeast Extract Tryptone (2xYT, Sigma) 
contenant toujours 100 ug/ml d'ampicilline et 25 ug/ml de kanamycine ont été inoculés 
avec 2,4 ml de pré-culture. La culture est ensuite incubée entre 2 et 4 heures afin d'obtenir 
une densité optique à une longueur d'onde de 600nm (D.O.bnu) entre 0,5 et 0,8. La 
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production de protéine est alors induite par TIPTG (isopropyl-1-thio-P-D-
galactopyranoside, Sigma), celui-ci est ajouté à une concentration finale de ImM Une 
incubation supplémentaire de 3 heures à 37°C est ultérieurement effectuée. La culture est 
alors récoltée dans différents tubes et centrifugée 10 minutes à 10 000g. Les culots sont 
ensuite congelés à -20°C à court terme ou à -80°C à long terme. 
1.1.1.4 Extraction et purification des protéines 
1.1.1.4.1 HarA et IsdB en conditions natives 
Les culots ont tout d'abord été décongelés sur glace durant 15 minutes. Ceux-ci sont 
ensuite resuspendus dans 5 ml (par gramme de culot) de tampon de lyse (50 mM de 
NaH2P04 (Sigma), 600 mM de NaCl (Sigma), 10 mM d'imidazole (Sigma), 1% de Tween-
20 (Sigma) et 1% de Triton X-100 (Sigma) à un pH de 8,0 conservé à 4°C) contenant 1 
mg/ml de lysozyme (Sigma), 100 pg/ml de PMSF (Sigma) ainsi que IX de cocktail 
d'inhibiteurs (pour faire une solution de 100X : 72 uM de Leupeptin. 0.2 mM de Pepstatin 
et 26 u.M d'Aprotinine, cette solution est préparée dans Téthanol 100% et conservée à -
20°C (tous ces produits sont de chez Sigma)). Après une incubation de 30 minutes sur 
glace, les tubes sont mis sous sonification 6 fois 10 secondes à 25% d'amplitude avec des 
pauses de 30 secondes. Les tubes sont ensuite centrifugés 30 minutes à 10 000g à 4°C. Le 
surnageant est alors mis en présence de la résine Ni-NTA (Qiagen) à raison de 1 ml de 
résine pour 6 ml de lysat, la résine et le surnageant ont été incubés ensemble durant 1 heure 
à 4°C. Le produit est ensuite transvidé dans une colonne de polypropylène de 5ml (Qiagen) 
et laissé sédimenter. Trois lavages de 10 ml (le double du volume de la colonne utilisée) 
ont par la suite été effectués à l'aide du tampon de lavage (50 mM NaH2P04, 600 mM de 
NaCl et 10 mM d'imidazole à pH 8, conservé à 4°C). Après le lavage, les protéines sont 
éluées avec 10 fois 1 ml de tampon d'élulion (50 mM de NaH2P04, 600 mM de NaCl, 200 
mM d'imidazole à un pH de 8, conservé à 4°C). Toutes les fractions obtenues sont 
conservées à -20°C avant d'être analysées par SDS-PAGE. IsdB et HarA sont des protéines 
colorées (jaunâtre et brunâtre respectivement) ce qui facilite leur élution (protocole inspiré 
des recommandations de Qiagen). Un dosage protéique a par la suite été effectué avec la 
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trousse Micro BCA Protein Assay selon les recommandations de la compagnie (Pierce 
Chemicals). 
1.1.1.4.2 GapC/B en conditions dénaturantes 
Les culots ont tout d'abord été décongelés sur glace durant 15 minutes. Ceux-ci sont 
ensuite resuspendus dans 5 ml (par gramme de culot) de tampon de lyse (100 mM de 
NaH?P04, 10 mM de Tris, 8 M d'urée à un pH de 8.0 conservée à TP) contenant 1 mg/ml 
de lysozyme, 100 ug/ml de PMSF ainsi que IX de cocktail d'inhibiteurs (pour faire une 
solution de 100X : 72 pM de Leupeptin, 0.2 mM de Pepstatin et 26 p.M d'Aprotinine, cette 
solution est préparée dans Téthanol 100% et conservée à -20°C). Après une incubation 
sous agitation d'une heure à TP, les tubes sont centrifugés 30 minutes à 10 000g à 4°C. Le 
surnageant est alors mis en présence de la résine Ni-NTA (Qiagen) à raison de 1 ml de 
résine pour 6 ml de lysal, la résine et le surnageant ont été incubés ensemble durant 1 heure 
à 4°C. Le produit est ensuite transvidé dans une colonne de polypropylène 5ml (Qiagen) et 
laissé sédimenter. Trois lavages de 10 ml (le double du volume de la colonne utilisée) ont 
par la suite été effectués à l'aide du tampon de lavage (100 mM NaH2P04,10 mM de Tris 
et 8 M d'Urée à pH 6.3, conservé à TP). Après le lavage, les protéines sont éluées avec 3 
fois 1 ml de tampon d'élution A (100 mM de NaH2PO4,10 mM de Tris, 8 M d'Urée à un 
pH de 5.9. conservé à TP) et 10 fois 1 ml avec le tampon d'élution B (100 mM de 
NaH2PO4,10 mM de Tris, 8 M d'Urée à un pH de 4.5 conservé à TP). Toutes les fractions 
obtenues sont conservées à -20°C avant d'être analysées par SDS-PAGE. Après la 
purification, le volume total de la suspension de protéine est ajusté à une concentration de 
0,05% de SDS car cette protéine précipite (protocole inspiré des recommandations de 
Qiagen). Un dosage protéique a par la suite été effectué avec la trousse Micro BCA™ 
Protein Assay selon les recommandations de la compagnie (Pierce Chemicals). 
1.1.1.5 Préparation des extraits pour l'injection chez la souris 
1.1.1.5.1. Dialyse de GapC/B 
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Dû à la grande concentration d'urée présente dans les tampons utilisés lors de la 
purification de GapC/B, celle-ci doit être dialysée afin d'être utilisée à des fins de 
vaccination. Le volume de protéine recueilli est donc inséré dans une membrane à dialyse 
de 25 mm (membranes à dialyse Spectra/Por® 2, VWR International), celle-ci est refermée 
à l'aide de pinces. Le tout est alors introduit dans 3 L de PBS IX avec une légère agitation 
à 4°C pendant 3 heures Un bouchon de liège a été utilisé afin de faire flotter le haut de la 
membrane pour éviter que celle-ci se retrouve au fond. Il faut répéter la dialyse deux autres 
fois en changeant la solution de PBS IX à chaque fois. Après les différentes rondes de 
dialyse, le volume total de la suspension de protéine est ajusté à une concentration de 
0,05% de SDS car cette protéine précipite (car peu soluble dans Teau). 
1.1.1.5.2. Dessalage et concentration des protéines 
Les solutions de protéines obtenues sont très diluées et leur concentration en sel trop 
élevée. Les tubes Amicon (Millipore Corp.) sont dotés d'une membrane qui ne laisse pas 
passer les protéines, ce qui permet de diminuer le volume et aussi de se débarrasser 
facilement de constituants indésirables. Pour GapC/B cette étape sert essentiellement à 
concentrer celle-ci. Pour les autres protéines (HarA, IsdB) elle sert aussi à se débarrasser 
de Timidazole. Tout d'abord, 5 ml de DPBS (Sigma) ont été déposés dans le tube, celui-ci 
a ensuite été centrifugé à 4 000g durant 5 minutes à TP (puisque cette protéine précipite à 
4°C). L'échantillon protéique a été complété à 15 ml et inséré dans le tube Amicon pour 
être centrifugé 20 minutes à 4 000g, la procédure a été refaite 2 autres fois. Une fois 
terminé, le volume obtenu a été conservé à -20°C. Pour ce qui est d'HarA et IsdB la 
procédure a été un peu plus complexe. Comme précédemment 5 ml de DPBS a d'abord été 
mis dans les tubes et centrifugé à 4 000g durant 5 minutes à 4°C. Le volume de protéine a 
ensuite été ajusté à 15 ml et centrifugé 20 minutes à 4 000g durant 20 minutes. Cette étape 
est répétée plusieurs fois afin que la concentration d'imidazole soit négligeable. La 
quantité d'imidazole a donc été estimée (par rapport à la quantité présente avant de 
commencer le passage sur Amicon) à chaque centrifugation puisque la quantité de celle-ci 
est diluée à chaque fois. 
1.1.1.6 Analyse des extraits par électrophorèse 
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1.1.1.6.1 Analyse des extraits par SDS-PAGE 
L'analyse electrophoretique des protéines purifiées a été effectuée par SDS-PAGE. Deux 
gels ont été préparés, un pour la coloration au bleu de coomassie et l'autre pour 
Timmunobuvardage de type Western. Donc, 20 pi d'échantillon dilué ou pas (environs 
20ug) ont été mélangés avec 5 ml de tampon d'échantillon réducteur 5X (1,0 ml de Tris 
0,5 M pH 6,8, 0,8 ml de glycérol. 1,6 ml de SDS 10%, 0,4 ml de P-mercaptoéthanol, 0,4 
ml de bleu de bromophénol 1% et 3,8 ml d'eau). Le tout a été chauffé 5 minutes à 95°C 
afin de dénaturer les protéines et optimiser la liaison au SDS. Après centrifugation, les 
échantillons ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire (GE Healthcare Bio-Sciences) ont 
été chargés sur un gel de polyacrylamide 10%. La temps de migration était de 2-2,5 heures 
à 100 volts ou jusqu'à ce que la séparation du marqueur de poids moléculaire soit optimale. 
1.1.1.6.2 Coloration au bleu de Coomassie 
Suivant la migration, le gel a été incubé à TP dans une solution de coloration (0,5 g de 
bleu de Coomassie, 250 ml de méthanol, 50 ml d'acide acétique et 200 ml d'eau) jusqu'à 
l'obtention des bandes. Par la suite, le gel a été incubé dans un tampon de décoloration (50 
ml de méthanol, 50 ml d'acide acétique et 400 ml d'eau) de celui-ci jusqu'à ce que seules 
les bandes des protéines soient colorées sur le gel. 
1.1.1.6.3 Immunobuvardage de type Western 
Après la migration lors du SDS-PAGE le deuxième gel préparé a été transféré sur une 
membrane de nitrocellulose « Trans-Blot Transfer médium » (BioRad) par la méthode de 
transfert semi-sec (appareil « Semi-Dry Trans-Blot Cell », BioRad). La membrane de 
nitrocellulose a tout d'abord été trempée lentement dans Teau. Par la suite, la membrane, 
les tampons et le gel ont été incubés environ 10 minutes dans le tampon de transfert (15,6 
mM de Tris, 120 mM de glycine et 20% de méthanol). Le montage de la figure 8 a ensuite 
été fait et le tout a été transféré 20 minutes à 20 volts. 
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Une fois le transfert complété, Timmunobuvardage a été poursuivi selon la méthode 
standard utilisée. Un sérum de souris contenant des anticorps contre chacune des protéines 
(sérum obtenu auparavant dans le laboratoire) a été utilisé à une dilution de 1 :10()0. Un 
anticorps anti-IgG couplé à la peroxydase (Sigma) a été utilisé, lors de la révélation, du 
TMB pour membrane (Sigma) comme substrat. Le tout a été fait selon les 










Figure 8 : Schéma du montage lors du transfert des protéines sur une membrane (manuel 
d'utilisateur de Bio-Rad) 
1.1.1 7 Élimination des endotoxines 
Afin de pouvoir vacciner des animaux, nos protéines doivent avoir un taux faible 
d'endotoxines. Pour ce faire, des colonnes de soustraction des endotoxines sont utilisées 
selon les recommandations de la compagnie (Detoxi-Gel Endotoxin Removal Gel, Thermo 
scientific). Les protéines HarA, IsdB et ClfA ont pu subir cette étape, cependant GapC/B 
n'a pas pu être traitée ainsi puisque celle-ci précipite dans ces conditions. Il est donc 
important que durant toutes les étapes de purification de GapC/B le matériel soit le plus 
propre possible, soit stérile ou exempt d'endotoxines. Un dosage protéique de toutes les 
protéines est par la suite effectué avec la trousse Micro BCA™ Protein Assay selon les 
_JL „ t 
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recommandations de la compagnie (Thermo scientific). Celles-ci sont ensuite aliquotées et 
conservées à -20°C. 
1.1.2 Préparation du pCI-GM-CSF 
1.1.2.1 Clonage du gène d'intérêt 
Le clonage de la séquence codant pour le gène GM-CSF murin (380 pb) dans le plasmide 
pCI (Promega) a été effectué au laboratoire et vérifié par séquençage. 
1.1.2.2 Production et extraction du plasmide pCI-GM-CSF 
Afin de produire et de purifier le plasmide pCI-GM-CSF en grande quantité, et ce, sans 
endotoxine, la trousse EndoFree Plasmid Giga Kit (Qiagen) a été utilisée selon les 
recommandations de la compagnie. Un clone positif (testé par séquençage) a été utilisé à 
cette fin. Le stock obtenu a été dosé par spectrophotométrie et conservé à -20nC. 
1.1.2.3 Analyse du lot de plasmides obtenu par électrophorèse 
Une électrophorèse en gel d'agarose a été effectuée afin de vérifier la qualité du plasmide 
(méthode standard). Un gel de 50 ml à 0.7% d'agarose a été utilisé dans du tampon TBE 
IX (TBE 5X : 54 g de Tris, 27,5 g d'acide borique, 20 ml d'EDTA 0,5 M à pH 8,0 et 
compléter à 1 L avec de Teau) avec 5 pi de GelRed 10 000X (colorant d'acides nucléiques 
non toxique de chez Biotium). Donc, 12 pi d'échantillon ont été utilisés : 1 pi d'ADN 
(dilué ou non), 2 pi de tampon de l'échantillon 6X (0,25% de bromophénol, 0,25% xylène 
cyanol FF et glycérol 30% dans Teau) et 9 ml d'eau. Un échantillon contenant une échelle 
de poids moléculaire (Supercoiled DNA Ladder, 2-1 Okb de chez Promega) a aussi été 
utilisé de la façon suivante : 1 pi du marqueur, 2 pi du tampon d'échantillon 6X (fourni par 
la compagnie) et 9 pi d'eau. La migration s'est effectuée à 100-125 volts jusqu'à ce que 
l'échelle de poids moléculaire soit au 2/3 du gel et que la séparation soit optimale. 
1.1.3 Préparation de la polyphosphazene (PCEP) 
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La PCEP est un adjuvant qui nous a aussi été fourni par VIDO (Mutwiri et al, 2007). Il a 
donc été préparé de la façon indiquée par l'équipe de recherche qui le produit. Celui-ci est 
sous forme de poudre et doit être gardé à l'abri de la lumière qu'il soit en poudre ou 
liquide. Dans la présente étude, celui-ci a été utilisé à une concentration mère de 2 mg/ml 
Donc, 0,02 g de poudre ont été dissous dans 10 ml de DPBS (sans endotoxine, Sigma-
aldrich). Le mélange doit être agité pendant 72 heures à TP et doit ensuite être filtré (0,2 
um), celui-ci a été conservé à 4°C à long terme. 
1.2 Injection du vaccin chez la souris et analyse des anticorps 
Les quantités injectées de chaque composante du vaccin avaient déjà été mises au point au 
laboratoire par Marie Rivest. Toutes les injections ont été effectuées de façon sous-cutanée 
dans un volume de 100 pi (mélange contenant chacune des composantes) par souris. Voici 
donc les concentrations finales de chaque élément injecté chez la souris : 0,5 mg/ml de 
PCEP, 1 mg/ml de pGM-CSF et 0,1 mg/ml de chaque protéine. Ceux-ci ne sont cependant 
pas injectés au même moment. En effet, au jour J-3 (le jour J représente ici l'injection 
principale avec les antigènes de S. aureus) les adjuvants ont d'abord été injectés (PCEP et 
pGM-CSF) suivit au jour J de l'injection des protéines avec la PCEP. Un rappel a été 
effectué à 3 semaines de la première injection, celui-ci a été fait de la même façon. 
1.2.1 Vérification de la compétition entre les protéines lors de la vaccination 
1.2.1.1 Injection des protéines chez différents groupes de souris 
Tout d'abord, il était impératif de déterminer s'il y avait de la compétition entre les 
protéines lors de la vaccination, c'est-à-dire qu'il fallait savoir si les titres d'anticorps des 
protéines injectées en groupe étaient les mêmes que lorsqu'elles sont injectées 
individuellement. Donc, 7 groupes de 10 souris ont été utilisés : groupe 1 : HarA. groupe 
2 : IsdB, groupe 3 : GapC/B, groupe 4 : ClfA, groupe 5 : PBS (contrôle des groupes 1 à 4), 
groupe 6 : HarA/IsdB/GapC/B/ClfA et groupe 7 : PBS (contrôle du groupe 6). Les groupes 
6 et 7 ont aussi été utilisés pour faire une cinétique des titres d'anticorps à long terme afin 
de déterminer à quel moment les anticorps sont en quantité optimale pour contenir une 
28 
infection à Staphylococcus aureus. Pour tester la compétition pour chacun des groupes, des 
échantillons de sang ont été prélevés par la veine mandibulaire aux semaines 0 (pré-
immun), 3 et 6. Les sérums ont été isolés à partir du sang en incubant une heure à TP (pour 
coaguler le sang) et en centrifugeant 15 minutes à 4 000 rpm, pour séparer les deux phases 
Les surnageants ont été prélevés et conservés à -20°C jusqu'à ce qu'une analyse des titres 
d'anticorps par ELISA indirect soit effectuée. 
1.2.1.2 Analyse des titres d'anticorps par ELISA indirect 
Suite aux immunisations, les titres d'anticorps ont été déterminés par une méthode 
conventionnelle d'ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) indirect. Pour se faire, 
chaque plaque 96 puits à fond plat (BD Bioscience) est tapissée (à 4°C) pendant 24 heures 
avec 5 pg/ml de l'antigène (100 ul/puit) contre lequel les anticorps à tester sont dirigés, 
dans du tampon carbonate/bicarbonate 0.1 M à pH 9.6. À chaque incubation les plaques 
sont recouvertes d'un papier plastique. Le lendemain, les puits ont été vidés de leurs 
contenus en effectuant deux lavages (200 ul/puit) avec du PBS IX contenant 0.05%> de 
tween-20 avec un laveur de plaques automatisé (Asys Atlanlis Microplate Washer, PRS 
Scientific LLC). Par la suite, les plaques ont été vidées et saturées d'une solution de 
blocage (5% p/v de lait en poudre dans du PBS IX) afin de bloquer les sites non 
spécifiques. Les plaques sont incubées 1 heure à 37°C ; à cette étape seulement les plaques 
ne sont pas couvertes de plastique puisque les puits sont saturés. Après incubation, les 
plaques sont vidées et rincées comme auparavant avec le PBS IX contenant 0.05%o de 
tween-20. Les échantillons de sérum sont dilués dans du PBS-lait 3% p/v et déposés (100 
ul/puit) dans les plaques 96 puits en triplicata. Une série de puits (contrôles négatifs) ne 
contiennent pas de sérum, mais seulement du PBS-lait 3% p/v. Les plaques sont ensuite 
incubées 2 heures à 37°C, elles sont par la suite vidées et lavées. L'anticorps secondaire 
(un anti-IgG de souris produit dans la chèvre couplé à la peroxidase, Sigma-aldrich) dilué 
1/1 000 dans du PBS-lait 3% p/v est alors déposés (100 pl/puit) et ce dans tous les puits (y 
compris les contrôles négatifs) pour être incubé 1 heure à 37°C. Les plaques sont ensuite 
lavées et vidées, 100 pi de substrat TMB (KPL) est alors déposé dans les puits et incubé 10 
minutes à TP (selon les recommandations de la compagnie). La réaction est alors stoppée 
avec 100 pi de HC1 IN. Pour terminer, Tabsorbance de chacun des puits de la plaque est 
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déterminée par un lecteur de plaque automatisé Power Wave 200 (Bio-tek Intruments) à 
une longueur d'onde de 450 nm. Pour vérifier la présence de compétition, les tests 
statistiques générés ont été fait relativement aux valeurs obtenues dans les sérums pré-
immuns (contrôle), ainsi qu'en comparant les valeurs obtenues à 3 et 6 semaines par 
ANOVA avec un post-test de Tukey. 
1.2.2 Cinétique de production des anticorps du vaccin 
Afin de déterminer à quel moment les souris possèdent assez d'anticorps pour faire face à 
une infection expérimentale, une cinétique a été réalisée. Pour ce faire, des prélèvements 
sanguins ont été effectués par la veine mandibulaire aux semaines 0 (pré-immun), 3, 6, 10, 
14, 18 et 22. Les groupes de souris 6 et 7 ont été utilisés à cette fin. Avec les sérums 
recueillis, des ELISA ont été effectués de la façon décrite précédemment. Le test 
statistique généré a été fait relativement aux valeurs obtenues dans les sérums pré-immuns 
(contrôle) par ANOVA avec un post-test de Dunnett. 
1.3 Infections des souris avec différentes souches de S. aureus 
Les souches utilisées au cours de l'étude sont présentées au tableau 2. Ces souches étaient 
entreposées à -80°C dans du Tryptic Soy Broth (TSB) contenant 15% de glycérol. Les 
souches étaient par la suite cultivées sur gélose Tryptic Soy Agar (TSA) à 37°C pour 
ensuite être mises en bouillon. 
1.3.1 Préparation des souches de S. aureus pour l'infection 
1.3.1.1 Préparation de la souche Newman 
Une fois que la souche a été striée sur gélose TSA, 5 ml de milieu TSB ont été ensemencés 
et incubés 16-18 heures (pré-culture) avec agitation à 37°C. Par la suite, 150 ml de milieu 
TSB ont été inoculés avec la pré-culture en ajustant la D.O.600 à 0,1 dans un Erlenmeyer de 
500 ml. Celui-ci a ensuite été incubé pendant environ 2 heures 45 minutes avec agitation à 
37°C, jusqu'à l'obtention d'une D.O.coo d'environ 0,5. Ensuite, la culture a été centrifugée 
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5 minutes à 2 500 rpm à TP, suivis de 2 lavages de 10 ml du culot avec du DPBS. Le culot 
a été resuspendu dans 15 ml de DPBS. La suspension contenait alors environs 2,0xl09 
UFC/ml. 
1.3.1.2 Préparation de la souche SHY97-3906 
Une fois que la souche ait été striée sur gélose TSA, 15 ml de milieu MHBCA (Mueller 
Hinton Broth Cation Adjusted) ont été ensemencés dans un tube vissé (mime les conditions 
retrouvées lors de mammite) et incubé 16-18 heures (pré-culture) sans agitation. Par la 
suite, 300 ml de milieu MHBCA ont été inoculés avec la pré-culture en ajustant la D.O.eoo 
à 0,1 dans une bouteille de 500 ml vissée. Celle-ci a ensuite été incubée pendant environ 2 
heures sans agitation à 37°C, jusqu'à l'obtention d'une D.O.600 d'environ 0,250. Ensuite, la 
culture a été centrifugée 5 minutes à 2 500 rpm à TP suivi de 2 lavages de 10 ml du culot 
avec du DPBS. Le culot a été resuspendu dans 15 ml de DPBS. La suspension contenait 
alors environ 2,0 xlO9 UFC/ml. Une dilution 1 :10 est alors été effectuée avant l'injection. 
1.3.1.3 Préparation de la souche MRSA256c 
Une fois que la souche ait été striée sur gélose TSA, 5 ml de milieu MHBCA ont été 
ensemencés et incubés 16-18 heures (pré-culture) avec agitation à 37°C. Par la suite, 100 
ml de milieu MHBCA ont été inoculés avec la pré-culture en ajustant la D.O.600 à 0,1 dans 
un Erlenmeyer de 1 L. Celui-ci a ensuite été incubé pendant environ 2 heures 15 minutes 
avec agitation à 37°C. jusqu'à l'obtention d'une D.O.eoo d'environ 0.5. Ensuite, la culture a 
été centrifugée 5 minutes à 2 500 rpm à TP suivit de 2 lavages de 10 ml du culot avec du 
DPBS. Le culot a été resuspendu dans 10 ml de DPBS. La suspension contenait alors 
environs 2,0 xlO9 UFC/ml. 
1.3.2 Modèles d'infections utilisés 
Les souris ont été infectées à 6 semaines post-immunisation. Une semaine avant 
l'infection, des prélèvements de sang ont été effectués afin d'analyser les anticorps par 
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ELISA indirect. Ceci permet aussi de ne pas réduire le volume de sang des souris avant de 
les infecter, elles peuvent en une semaine régénérer celui-ci. 
1.3.2.1 Septicémie 
Différentes doses de bactéries ont d'abord été injectées à des groupes de 5 souris afin de 
déterminer la dose à injecter causant les mêmes symptômes pour chaque souche (voir 
tableau 5 à 7). Afin de provoquer une septicémie chez la souris, 0,5 ml de bactérie sont 
injectés par voie intra-péritonéale. Pour les souches Newman et MRSA256c, 0,5 ml de la 
suspension obtenue comme décrit précédemment (environ 2,0 xlO9 UFC/ml) sont injectés. 
Ceci résulte donc à une dose injectée d'environ 1,0 x 109 UFC par souris. Pour ce qui est de 
la souche SHY97-3906, la suspension est d'abord diluée 1 :10 dans 15 ml de DPBS et 0,5 
ml de cette dilution ont alors été injectés. Ceci équivaut donc à une injection d'environ 1,0 
xlO8 UFC par souris. Les quantités ne sont pas les mêmes pour toutes les souches, car 
chacune possède une virulence différente. Un pré-test a permis de constater que la souche 
SHY97-3906 est beaucoup plus agressive que les souches Newman ou MRSA256c. Vingt-
quatre heures après l'infection, les reins, le foie et un échantillon de sang sont prélevés. Les 
organes sont broyés à l'aide d'un polythron dans du PBS IX, dilués et étalés sur gélose 
TSA et MSA, le sang est directement étalé sur TSA. Les organes peuvent être congelés à -
80°C s'ils sont broyés dans du PBS IX contenant 40% de glycérol. Les organes doivent 
être pesés afin de pouvoir déterminer le nombre d'UFC par gramme d'organe. 
L'évaluation statistique des UFC/g d'organe a été faite par un t-test de Student entre le 
groupe contrôle (PBS) et le groupe expérimental (vacciné). 
1.3.2.2 Portage nasal 
Suite à différents tests préliminaires, diverses étapes ont été effectuées avant l'injection 
intra-nasale. Premièrement, 48 heures avant l'inoculation, les souris ont reçu de Teau 
contenant 0,75g/L d'érythromycine (la souche MRSA256c est résistante à cet 
antibiotique) et ce durant toute l'expérience (la solution était changée tous les 3 jours dû à 
la stabilité de l'antibiotique). Cette étape permet de retirer les bactéries présentent 
naturellement (flore normale) au niveau du nez. Vingt-quatre heures plus tard, les souris 
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reçoivent une injection sous-cutanée de pénicilline (12mg/kg) afin de diminuer davantage 
le nombre de bactéries restantes au niveau de la flore nasale. L'injection de pénicilline a 
été répétée à chaque 48h durant les 7 jours d'incubation. Ensuite, 10 pi de bactéries ont été 
injectés dans chacune des narines des souris, et ce, sous anesthésie à Tisoflurane 
(l'utilisation de la kétamine/xylazine cause beaucoup de mortalité puisque Tanesthésie est 
trop profonde, ceci a pour effet de diminuer les réflexes de la souris). Environs 1x10 
UFC/nez de MRSA256c ont été injectés (la préparation de la souche a été faite comme 
décrit précédemment). Finalement, après 7 jours d'incubation, les nez ainsi que les 
poumons ont été prélevés. Les poumons broyés dans 2 ml de PBS IX, dilués et étalés sur 
boîtes de pétris (MSA et TSA) afin de faire des décomptes du nombre de bactéries. En ce 
qui concerne les nez, une étape supplémentaire a été nécessaire. Les nez ont été centrifugés 
5 minutes à environs 2 500 rpm, le surnageant jeté et le culot resuspendu dans 0,3 ml de 
PBS IX. Cette étape est primordiale puisque les nez sont de petits organes et ne 
contiennent pas beaucoup d'UFC, il faut donc reconcentrer les échantillons. Nous ne 
pouvions pas avoir recours à de plus petits volumes lors du broyage, 2 ml semblait être le 
minimum à utiliser étant donné la grosseur de la mèche du polythron. L'évaluation 
statistique des UFC par nez a été faite par un t-test de Student entre le groupe contrôle 
(PBS) et le groupe expérimental (vacciné). 
1.3.2.2.1 Extraction d'ADN des isolats de nez 
Afin de déterminer si les isolats de nez obtenus étaient constitués de la souche 
expérimentale (MRSA256c) des extractions d'ADN ont été effectuées pour poursuivre 
avec des amplifications PCR. Les extractions ont été effectuées avec la trousse GenElute 
(Sigma-aldrich) selon les recommandations de la compagnie ; certaines étapes ont 
cependant été rajoutées. Avant l'étape de lyse, les culots ont été soumis à 5 étapes de 
gel/dégèle dans de l'azote liquide et de Teau chaude. Ensuite, lors de l'utilisation du 
« Gram + Lysis Buffer » 45mg/ml de lysozyme ont été ajoutés à celui-ci (200,ul de tampon 
sont nécessaires par culots de bactéries à lyser) à chacun des tubes ainsi que 5mg/ml de 
lysostaphine ont été ajoutés. L'étape de lyse a été effectuée pendant environ lh30 à 37°C. 
Les produits d'extraction ont été élues dans 100 pi de « Elution Solution » et 2 pi ont été 
prélevé pour dosage au Nano-drop. 
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1.3.2.2.2 Amplification PCR des gènes nue et mec A 
Les souches de MRSA donnent habituellement des amplifications positives lorsque testées 
pour la présence des gènes nue et mecA. Le gène nue code pour une thermonucléase 
présente chez les bactéries du genre Staphylococcus et mecA, est le gène de résistance à la 
méthicilline. Pour chaque isolât obtenu 2 amplifications PCR doivent être faites, une pour 
nue et une pour mecA, ceci est dû au fait que les deux fragments amplifiés co-migrent en 
électrophorèse dû à leur longueur similaire (nue = 668pb et mecA = 533pb). Les amorces 
suivantes ont été utilisées pour nue (Hwang et al, 2007): 5'-
GGCATCTAGAGCTAAGTCGTGGCATATGTATGGC-3' 5'-
CCGCACTAGTCCTTGACCTGAATCAGCGTTG-3', pour mecA (Murakami et al, 
1991) 5'-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3' 5'-
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3 '. 
1.3.2.2.3 Analyse des produits de PCR obtenus sur gel d'agarose 
Pour déterminer si les gènes étaient présents chez les isolats, une électrophorèse en gel 
d'agarose a été réalisée avec les produits de PCR obtenus (voir section 1.1.2.4 Analyse du 
stock de plasmides obtenu par électrophorèse) 
1.4 Expression des antigènes de surface 
1.4.1 ELISA sur bactéries entières 
Les 3 souches ont été préparées selon le protocole présenté à la section 1.3.1 (Préparation 
des souches de Staphylococcus aureus) pour l'infection. Les bactéries ont cependant été 
inactivées en incubant la suspension 30 minutes à 65°C Par la suite, la D.O.ÈOO a été ajustée 
à environ 0,150 à l'aide d'un tampon carbonate/bicarbonate pH 9,6 et lOOul ont été 
déposés dans chacun des puits. Toutes les étapes ont été effectuées comme dans le 
protocole présenté à la section 1.2.1.2 (Analyse des titres d'anticorps par ELISA indirect). 
Cependant, lors du blocage avec le PBS-lait 5%>, du sérum de lapin a été ajouté (1 :1000). 
34 
Cette étape sert à bloquer la protéine A afin que les anticorps ne se lient pas à celle-ci, mais 
bien à l'antigène à tester (anticorps primaire) ou à l'anticorps primaire (anticorps 
secondaire). Le test statistique généré a été fait relativement aux valeurs obtenues dans les 
sérums pré-immuns (contrôle) par ANOVA avec un post-test de Tukey. Par la suite, 
chacune des souches a été mise dans un contexte pauvre ou élevé en fer (voir principe du 
fer lors de l'infection à la section 1.5.1 IsdB et HarA/HarA) en utilisant le protocole décrit 
dans l'article de Allard et al, (2006). Une fois les traitements au chélateur dipyridyle (pour 
la restriction en fer) ou au FeCb (pour l'obtention d'un milieu riche en fer) effectués, des 
aliquots ont été prélevés. Le test statistique généré a été fait en comparant la condition 
supplémentée en fer à la condition restreinte en fer en utilisant le t-test de Student. 
1.4.2 PCR 
Afin de déterminer si les 3 souches possédaient les gènes cibles, des amplifications PCR 
ont été réalisées avec les amorces décrites dans le tableau 4. Les gènes codant pour les 
protéines GapB (gapB). GapC (gapC), HarA (harA), IsdB (isdB) et ClfA (clfA) ont été 
amplifiés. Un cycle en gradient a été utilisé afin de couvrir les différentes températures 
d'appariement (Tm) des amorces. Par la suite, les produits PCR ont été analysés par une 
électrophoièse en gel d'agarose 1% (voir section 1.1.2.4 Analyse du stock de plasmides 
obtenus par électrophorèse). 
1.4.3 PCR quantitatif 
1.4.3.1 Préparation des échantillons 
En premier lieu, un aliquot de la préparation utilisée pour faire les infections a été mis de 
côté pour chaque souche (SHY97-3906, Newman et MRSA256c). Par la suite, chacune des 
souches a été mise dans un contexte pauvre ou élevé en fer (voir section 1.6.1). Ces 









Paire d ' amorces (sens (haut) et antisens (bas)) 
5'-A rc.'l C'AACGA AT.V1 "1 GCAA l'l'AAl GCi l'Ai G-3 ' 
5'-l IAACI 1GCAU 1ACAG! 1 ICI 1 1 KiAlCil-3' 
5'-ATGGCAGTAAAAGTAGCAATTAATGGTTTTGGTAGA-3' 
5 '-TATTTAG AAAGTTCAGCTAAGTATGCTAATGTACGA-3 ' 
V-GCACAAGCAGrAGAAAATACAAATACTTCAGATAAA-3' 
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Tableau 4 : Liste des amorces utilisées pour l'amplification par PCR des gènes ciblés 
(gapB, gapC, harA, isdB et clfA) 
1.4.3.2 Traitement au RNAproteet 
Le traitement au RNAproteet sert à conserver TARN afin d'en faire l'extraction. Le 
protocole utilisé est inspiré du protocole présent dans la trousse RNeasy Protect Bacteria 
Mini de Qiagen. Le volume de bactéries à utiliser est déterminé par le fait qu'au plus 5x 108 
à lxlO9 UFC doivent être utilisés. Par la suite, deux volumes de RNAproteet ont été 
ajoutés. Une fois vortexé, le mélange a été incubé pendant 5 minutes à la température de la 
pièce. Le mélange a ensuite été centrifugé à 50(K)xg pendant 5 minutes. Le culot a 
ultérieurement été stocké à -80°C jusqu'à l'extraction d'ARN. 
1.4.3.3 Extraction d'ARN 
Ce protocole est inspiré des protocoles de différents kits Qiagen soit ; RNeasy (#74104), 
RNAse Free Dnase set (#79254) et RNA protect (#76506). Le culot obtenu à l'étape 
précédente et a été décongelé à température pièce, suivi de 5 à 6 cycles de 
congélation/décongélation (aide à la lyse) et 200 pi de lysostaphine (stock de 200pg/ml) 
ont été ajouté (non fournit, Sigma-aldrich) et le tout a été incubé une heure à température 
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pièce. Toutes les autres étapes ont été réalisées selon les indications du fournisseur, par 
contre, un deuxième traitement à la DNAse après l'étape d'élution selon le protocole 










Paire d'amorces (sens (haut) et antisens (bas)) 
5 '-GACGTGCACGCTCATGTAAT-3 ' 
5 '-AATGCC ATGCCGTGTAATTT-3 ' 
5 '-CAAG ACGCACCTCACAGAAA-3 ' 
5'-ACGTTGTGCACCACCATCTA-3" 
5 '-AGCCAACCAGCTCATGAAAC-3 ' 
5'-CGATGATAGCCGGGTTTTTA-3 " 
5 '- AGCTACGCCTAGCAAACCAA-3' 
5'- GCAGGCGTTTTGTCTTTACC-3' 
5 '-TGCTGC ACCTA AAACAGACG-3 ' 
5'-TCCTGTTGTGCTGGATTTTG-3' 
5 -AAATTGCAGAGCTCGTTCGT-3 ' 
5'-TTTGCATCCTTACGCACATC-3' 
5'-GGTGCTGGGCAAATACAAGT-3' 
















Tableau 5 : Liste des amorces utilisées pour l'amplification par PCR quantitatif des gènes 
ciblés (gapB, gapC harA, isdB et clfA) 
1.4.3.4 Conversion de TARN en ADNc 
Le protocole utilisé est celui proposé par Invitrogen lors de l'achat de la Superscript™ II 
RT (il est à noter que la réaction doit contenir moins de 30% d'ARN). Cependant, l'étape 
utilisant le RNaseOUT1M a été remplacée par une étape d'hydrolyse alcaline de TARN. 
Donc, 10 pi d'eau, lOpl d'EDTA 0,5M pH8,0 et 10 pi de NaOH IN ont été ajoutés au 
produit obtenu. Une incubation de 15 minutes à 65°C a par la suite été faite pour 
finalement ajouter 25 pi de tampon HEPES IM pH7,5. Une étape de purification à l'aide 
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de la trousse QIAquick PCR purification de Qiagen a été réalisée selon les indications du 
fabricant. Les échantillons ont été utilisés pour procéder directement au PCR quantitatif ou 
ont été conservés à -20"C jusqu'à utilisation. 
1.4.3.5 Amplification par PCR quantitatif 
Les gènes codant pour les protéines GapB (gapB), GapC (gapC), HarA (harA), IsdB 
(isdB), ClfA (clfA), gyrase A (gyrA. contrôle) et gyrase B (g}>rB, contrôle) ont été amplifiés 
à l'aide des amorces décrites dans le tableau 5. Celles-ci ont été conçues à l'aide du 
logiciel Primera disponible sur Internet, et ce, avec les séquences qui avaient été utilisées 
dans la littérature pour les amorces de PCR (voir tableau 2 pour les références). 
Premièrement, un stock de mélange maison de « qPCR Buffer 2X » a été préparé en 
ajoutant: 12mM de Tris-HCl pH 8,3 (autoclave), 50mM de KC1 (autoclave), 8mM de 
MgCl2, 150mM de trehalose, 0,2% (v/v) de tween 20, 0,2mg/ml de BSA non acétylé et 
0,139X de SYBR Green, à compléter avec de Teau ultra pure filtrée (0,2 pM). À raison de 
20 pi par réaction 1 OOnM de chaque amorce ont été ajoutés au « qPCR Buffer 2X » (dilué 
à IX avec de Teau ultra pure) et 1 pi d'ADNc. L'étape d'amplification a été réalisée selon 
les indications de l'appareil. Le test statistique généré a été fait par ANOVA avec un post-
test de Tukey. 
1.5 Coloration de la capsule à la ferritine et visualisation par microscopie électronique 
Une pré-culture de 5 ml a préalablement été faite en duplicata pour toutes les 4 souches 
Newman dans le milieu TSB 
- Newman dans le milieu MHBCA 
- MRSA256c dans le milieu MHBCA 
- SHY97-3906 dans le milieu MHBCA avec agitation 
- SHY97-3906 dans le milieu MHBCA sans agitation 
- ATCC29213 dans le milieu MHBCA 
Au total 6 échantillons ont été utilisés, le tout a été incubé environ 18h à 35°C avec 
agitation. Les souches ont par la suite été préparées de différentes façons. 
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1.5.1 Newman 
La culture a été préparée en ajustant la D.O.ÔOO à 0.1 dans 150 ml de TSB dans un 
erlenmeyer de 500 ml. La même chose a été faite dans 150 ml de MHBCA. Le tout a été 
incubé à 35°C avec agitation jusqu'à une D.O.ÔOO de 0.5 et le tout a été centrifugé pendant 5 
minutes à 2500 rpm. 
1.5.2 MRSA256c 
La culture a été préparée en ajustant la D.O.ÔOO à 0.1 dans 100 ml de MHBCA dans un 
erlenmeyer de IL. Le tout a été incubé à 35°C avec agitation jusqu'à une D.O.ÔOO de 0.5 le 
tout a été centrifugé pendant 5 minutes à 2500 rpm. 
1.5.3 SHY97-3906 
La culture a été préparée en ajustant la D.O.ÔOO à 0.1 dans 300 ml de MHBCA dans une 
bouteille de 500 ml. Le tout a été incubé à 35°C avec agitation jusqu'à une D.O.ÔOO de 0.25 
le tout a été centrifugé pendant 5 minutes à 2500 rpm. Une seconde culture a été préparée 
en ajustant la D.O.ÔOO à 0.1 dans 150 ml de MHBCA dans un erlenmeyer de 500 ml. La 
culture a été incubée à 35°C avec agitation jusqu'à une D.O.ÔOO de 0.5. Le tout a été 
centrifugé pendant 5 minutes à 2500 rpm. 
1.5.4 ATCC29213 
La culture a été préparée en ajustant la D.O.ÔOO à 0.1 dans 150 ml de MHBCA dans un 
erlenmeyer de 500 ml. La culture a été incubée à 35°C avec agitation jusqu'à une D.O.ÔOO 
de 0.5. Celle-ci a été centrifugée pendant 5 minutes à 2500 rpm. 
1.5.5 Coloration à la ferritine 
Les cultures ont toutes été ajustées à une D.O.ÔOO de 1.0 et un aliquot 1ml a été pris pour 
chacune des conditions. Celles-ci ont été lavées 2 fois avec 1ml de DPBS. Les cultures 
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bactériennes ont été resuspendues dans 0.5 ml de DPBS. Par la suite, un volume de 0.5 ml 
de tampon 2X de fixation (4% glu tarai déhy de dans 0.2 M de cacodylale pH 7.4) a été 
ajouté. Le tout a été incubé à température pièce pendant 2 heures. Les échantillons ont été 
lavés avec 1.0 ml du tampon 0 1 M cacodylate, suivit d'un second lavage avec 1.0 ml de 
tampon carbomax (0.15 M NaCl, 0.02 M de Tris pH 7.4 et 0.5 mg/ml carbomax et 0.4% 
glycine), suivit d'une incubation de 15 min à TP. Les échantillons ont été resuspendus dans 
1 ml de tampon cacodylate contenant 1 mg/ml de ferritine cationique (Sigma-Aldrich) et 
incubé à température pièce durant 60 minutes. Us ont été lavés 3 fois avec 1.0 ml de 
tampon 0.1 M cacodylate et garder à 4°C jusqu'à utilisation. Les étapes subséquentes 
(enrobage et microscopie ont été effectués par Gilles Grondin (technicien en microscopie à 
l'université de Sherbrooke). 
CHAPITRE 2 
RÉSULTATS 
2.1 Composantes du vaccin 
2.1.1 Électrophorèse des protéines et dosages 
Suite à la production des protéines, une électrophorèse sur gel a été réalisée afin d'estimer 
la pureté et déterminer s'il s'agissait bien de celles-ci par leur poids moléculaire. Pour 
HarA il est de 95 KDa, IsdB 72 KDa, GapC/B 74 KDa (protéine chimère) et ClfA 36 KDa. 
Des dosages protéiques à l'aide de la trousse Micro BCA™ Protein Assay ont aussi été 
réalisés. La figure 9 A) représente T électrophorèse sur gel d'agarose obtenu et le tableau 























Fournit par le laboratoire de P. Laçasse 
Tableau 6 - Dosage des protéines du vaccin à l'aide de la trousse Micro BCA ' Protein 
Assay après production 
Les poids moléculaires ont pu être estimés pour les différentes protéines en fonction de 
leur mobilité electrophoretique. Le poids moléculaire de HarA semble être d'environ 140 
kDa. Dans le cas de GapC/B une estimation du poids moléculaire ne peut pas être faite sur 
SDS-PAGE puisque la protéine a été produite en condition dénaturante, c'est pourquoi la 
protéine semble être digérée sur gel (Perez-Casal et al, 2006). IsdB semble avoir un poids 
moléculaire d'environ 80 kDa et finalement ClfA de 45 kDa. En général, quelques bandes 
de contaminations étaient présentes néanmoins, les extraits étaient relativement purs. Afin 
de conclure qu'il s'agit vraiment des protéines spécifiques produites, tui immunobuvardage 
de type Western a été réalisé à l'aide d'un sérum de souris contenant des anticorps contre 
chacune des protéines (obtenu grâce à des expériences préliminaires générées au 
laboratoire). La figure 9 B) représente celui-ci. Des immunobuvardages de type Western 
ont aussi été faits au laboratoire auparavant à l'aide d'anticorps anti- étiquette (His)ô 




Figure 9 : A) Électrophorèse colorée au bleu de Coomassie des protéines purifiées et B) 
Western Blot (L : marqueur de poids moléculaire 10-250 kDa, 1 : HarA (101 kDa vs 140 
kDa), 2 : IsdB (72 kDa vs 80 kDa), 3 : GapC/B, 4 : ClfA (36 kDa vs 40 kDa)) 
2.1.2 Production et analyse du plasmide pCI-GM-CSF 
Plusieurs productions du plasmide pCI-GM-CSF ont été réalisées durant le projet à l'aide 
de la trousse EndoFree Plasmid Giga de Qiagen. Suite à chacune d'entres-elles, un dosage 
d'ADN ainsi qu'une électrophorèse ont été faits afin de déterminer la quantité et la qualité 
du plasmide produit. La figure 10 représente un exemple de gel d'agarose obtenu suite à 
une production, une concentration de 3,85 mg/ml d'ADN avait été mesurée correspondant 
à une quantité totale de 9,6 mg dans un volume de 2,5 ml. 
2.2 Injection des souris et vérification de la production d'anticorps 
Des tests ELISA ont été réalisés afin de déterminer si les protéines étaient immunogènes. 
Les résultats obtenus sont exprimés en mg/ml puisqu'une méthode a été mise au point au 
laboratoire afin de convertir des valeurs de densités optiques obtenues en concentrations 
protéiques (mg/ml). Cette relation est valide pour des valeurs de densité optique comprises 
entre 0,1 et 1,0. 
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2.2.1 Cinétique de production des anticorps 
Pour Tinjection mixte, une cinétique des anticorps (figure 11) dans le temps a été réalisée 
afin de déterminer à quel moment les anticorps sont à leur plus haut niveau chez la souris, 
infection a été réalisée à ce moment, soit à 6 semaines. 
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Figure 10 : Gel d'agarose 0,7% coloré au GelRed™ (couleur inversée) (L : Marqueur de 
poids moléculaire surenroulé 2-10kb, 1-3-5-7 : rien, 2 : pCI-GM-CSF contrôle, 4-6-8 : 
pCI-GM-CSF produit 1 :10, 1 :100 et 1 :1000) 
2.2.2 Injection mixte versus individuel (compétition) 
De plus, nous avons testé s'il y avait une différence en termes de niveau d'anticorps entre 
des souris injectées avec les protéines individuellement ou les 4 ensembles, c'est-à-dire en 
injection mixte (figure 12). 11 ne semble pas y avoir de différence entre Tinjection mixte et 
individuelle mise à part pour la protéine ClfA. En effet, à 6 semaines post-immunisation un 
résultat significatif a été obtenu seulement avec Tinjection individuelle. 
2.3 Vérification de la présence des gènes cibles chez les souches de »S". aureus 
Afin de déterminer si les gènes des protéines cibles étaient présents chez les trois souches, 
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Figure 11 : Quantité d'anticorps obtenue à différents temps lors de Tinjection mixte (les 
flèches représentent les moments où les souris ont été immunisées). Les statistiques sont 





























• i Pré-immun 
S 3 semaines mixte 
QTJj 3 semaines individuelle 
E23 6 semaines mixte 
ES3 6 semaines individuelle 
AAA 
JSA 
IsdB GapC/B ClfA 
Figure 12 : Quantité d'anticorps obtenue à 0, 3 et 6 semaines post-immunisation lors de 
d'immunisation mixte et individuelle. Test statistique par ANOVA avec post-test de Tukey 
(A: compare aux sérums pré-immuns, *: 3 semaines versus 6 semaines). 
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Figure 13 : PCR des gènes d'intérêt chez les quatre souches de S. aureus (L : Échelle de 
poids moléculaire, 1 : ATCC 29213 (contrôle), 2 : Newman, 3 : MRSA256c, 4 : SHY97-
3906) 
2.4 Infections septicémiques et protection par le vaccin selon les souches de S. aureus 
2.4A Newman 
Les quantités d'anticorps obtenues après vaccination chez les souris (6 semaines post-
immunisation) de cette expérience sont illustrées à la figure 14. Les concentrations 
observées variaient entre 0,125 mg/ml et 1 mg/ml pour les souris vaccinées, chez les souris 
PBS aucun anticorps n'a été dosé. Pour cette souche, l,25x 109 UFC par souris ont été 
injectés. Vingt-quatre heures après Tinjection i.p. les reins et foies ont été prélevés. Les 
figures 15 et 16 représentent les UFC obtenus dans ces deux organes selon que les souris 
aient été vaccinées ou non. Il n'y a pas eu de différences significatives relativement à la 
protection des animaux face à l'infection lorsque ceux-ci étaient vaccinés (p > 0,05). La 
figure 17 représente les ratios obtenus lors du rapport entre les UFC par gramme de rein et 



















Figure 14 : Quantités d'anticorps obtenues après vaccination (6 semaines) avant Tinfection 


































Figure 15 : UFC par gramme de rein (représenté en logio) obtenus suite à une septicémie à 
S. aureus (Newman) pour les souris vaccinées ou non (NS = non significatif^ = 0,5414), 
























Figure 16 : UFC par gramme de foie (représenté en logio) obtenus suite à une septicémie à 
S. aureus (Newman) pour les souris vaccinées ou non (NS = non significatif^ = 0,1672), 
les points pleins représentent les souris mortes lors de Tinfection) (statistiques par Student 
T-test) 
1.0-, 
Figure 17 : Ratio des UFC par gramme de rein/ UFC par gramme de foie pour les souris 
vaccinées ou non infectées à S. aureus (Newman) 
2.4.2 MRSA256c 
Les quantités d'anticorps obtenues après vaccination chez les souris (6 semaines post-
immunisation) de cette expérience sont illustrées à la figure 18. Les concentrations 
observées variaient entre 0,5 mg/ml et 1,5 mg/ml pour les souris vaccinées, chez les souris 
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PBS aucun anticorps n'a été dosé. Pour cette souche, 0,69^109 UFC par souris ont été 
injectés. Vingt-quatre heures après Tinjection i.p. les reins et foies ont été prélevés. Les 
figures 19 et 20 représentent les UFC obtenus dans ces deux organes selon que les souris 
ont été vaccinées ou non. 
Figure 18 : Quantités d'anticorps obtenues après vaccination (6 semaines) avant Tinfection 



























Figure 19 : UFC par gramme de rein (représenté en logio) obtenus suite à une septicémie à 
S. aureus (MRSA256c) pour les souris vaccinées ou non (NS = non significatif (p = 
0,0745), statistiques par Student T-test) 
Il n'y a pas eu de différences significatives relativement à la protection des animaux face à 
Tinfection lorsque ceux-ci étaient vaccinés (p > 0,05). La figure 21 représente les ratios 































Figure 20 : UFC par gramme de foie (représenté en logio) obtenus suite à une septicémie à 
S. aureus (MRSA256c) pour les souris vaccinées ou non (NS = non significatif (p = 
0,1388), statistiques par Student T-test) 
1.5-1 
Figure 21 : Ratio des UFC par gramme de rein/ UFC par gramme de foie pour les souris 
vaccinées ou non infectées à S. aureus (MRSA256c) 
2.4.3 SHY97-3906 
Les quantités d'anticorps obtenues après vaccination chez les souris (6 semaines post-
immunisation) de cette expérience sont illustrées à la figure 22. Les concentrations 
observées variaient entre 0,25 mg/ml et 1 mg/ml pour les souris vaccinées, chez les souris 
PBS aucun anticorps n'a été dosé. Pour cette souche, l,02x!08 UFC par souris ont été 
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injectés. Vingt-quatre heures après Tinjection par i.p. les reins et foies ont été prélevés. Les 
figures 23 et 24 représentent les UFC obtenus dans ces deux organes selon que les souris 
ont été vaccinées ou non. 
Figure 22 : Quantités d'anticorps obtenues après vaccination (6 semaines) avant Tinfection 
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Figure 23 : UFC par gramme de rein (représenté en logio) obtenus suite à une septicémie à 
S. aureus (SHY97-3906) pour les souris vaccinées ou non (NS = non significatif (p = 
0,4414), les points pleins représentent les souris mortes lors de Tinfection) (Statistiques par 
Student T-test) 
Il n'y a pas eu de différences significatives relativement à la protection des animaux face à 
Tinfection lorsque ceux-ci étaient vaccinés (p > 0,05). La figure 25 représente les ratios 
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obtenus lors du rapport entre les UFC par gramme de rein et les UFC par gramme de foie. 
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Figure 24 : UFC par gramme de foie (représenté en logio) obtenus suite à une septicémie à 
S. aureus (SHY97-3906) pour les souris vaccinées ou non (NS = non significatif (p = 
0,9143), les points pleins représentent les souris mortes lors de Tinfection) (Statistiques par 
Student T-test) 
1-5-1 
Figure 25 : Ratio des UFC par gramme de rein/ UFC par gramme de foies pour les souris 
vaccinées ou non infectées à S. aureus (SHY97-3906) 
Puisqu'aucune protection n'a été observée, une vérification de la liaison des protéines de 
surface par les anticorps s'est imposée. 
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2.5 ELISA sur bactéries 
Deux ELISA ont été réalisés, un premier sur les bactéries préparées comme lors de 
Tinfection (section 1.3.1 Préparation des souches de Staphylococcus aureus pour 
Tinfection). Un deuxième sur les bactéries cultivées en présence ou en absence de fer. 
2.5.1 ELISA sur bactéries préparées comme pour une infection 
Comme plusieurs dilutions des sérums ont été utilisées, une dilution consensus a été 
déterminée soit 1 :1 000, cette dilution a permettait d'avoir des valeurs de densité optique 
pour toutes souches afin de les comparer entre elles. Les densités optiques à une longueur 
d'onde de 450 nm ont donc été prises à cette dilution. La figure 26 représente ces résultats, 
ceux-ci ont été obtenus à l'aide des différentes souches préparées dans les mêmes 
conditions que celles utilisées lors de Tinfection. La condition pré-immun a été testé à 
l'aide d'un mélange de sérums pré-immun. 
Des différences significatives ont été obtenues par rapport aux anticorps déjà présents dans 
la souris représentés par le sérum pré-immun. On observe donc des différences entre les 
souches. II semble que la souche MRSA256c lie plus les anticorps que la souche Newman, 
qui elle, lie plus les anticorps que la souche SHY97-3906. Les différences de liaison des 
anticorps aux différentes protéines observées ont été confirmées par PCR quantitatif 
(section 2.7) puisque le même phénomène a été observé au niveau de l'expression de ces 
protéines 
2.5.2 ELISA sur bactéries cultivées en présence ou en absence de fer 
Puisque toutes les protéines semblent être liées au même niveau (pas plus d'anticorps pour 
HarA que ClfA par exemple, voir section 2.5.1) probablement causé par une saturation du 
système (nécessite peu d'anticorps pour lier la majorité des protéines de surface), il fallait 
vérifier si différentes proportions d'antigène de surface étaient détectables. Une 
modulation exclusive des gènes du fer (voir section 1.5.1) a permis de conclure que des 
proportions plus importantes de protéine de surface pouvaient être liées puisque la liaison 
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des anticorps aux protéines impliquée dans le transport du fer a augmenté de façon 






















Figure 26 : ELISA sur bactéries (3 souches) préparées comme à Tinfection (les statistiques 
ont été faites par ANOVA avec le post test de Tukey en comparant aux valeurs obtenues 
avec le sérum pré-immun) 
2.5.2.1 Newman 
La figure 27 représente les résultats ELISA obtenus lors de la modulation des protéines 
HarA et IsdB par le fer. Des différences significatives ont été obtenues (p - 0,0079 pour 
HarA et p = 0,0159 pour IsdB) lors de la comparaison sans fer versus avec fer pour ces 
protéines. 
2.5.2.2 MRSA256c 
La figure 28 représente les résultats ELISA obtenus lors de la modulation des protéines 
HarA et IsdB par le fer. Des différences significatives ont été obtenues obtenues (p -
0,0079 pour HarA etp = 0,0079 pour IsdB) lors de la comparaison sans fer versus avec fer 
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Figure 27 : ELISA sur bactéries cultivées avec ou sans fer pour la souche Newman (les 
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Figure 28 : ELISA sur bactéries cultivées avec ou sans fer pour la souche MRSA256c (les 
statistiques ont été faites avec le Student t-test en comparant les conditions avec et sans fer) 
2.5.2.3 SHY97-3906 
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La figure 29 représente les résultats ELISA obtenus lors de la modulation des protéines 
HarA et IsdB par le fer. Puisque les anticorps se lient très faiblement à cette souche, la 
plupart des résultats se retrouvent sous la limite de détection soit une densité optique de 
0,1. 
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Figure 29 : ELISA sur bactéries cultivées avec ou sans fer pour la souche SHY97-3906 (les 
statistiques ont été faites avec le Student t-test en comparant les conditions avec et sans fer) 
La modulation des protéines du fer à la surface des bactéries a eu pour effet, du moins pour 
les souches Newman et MRSA256c. Ces changements d'expression ont été confirmés par 
PCR quantitatif (section 2.6). 
2.6 PCR quantitatif 
Le PCR quantitatif permet de faire le lien entre l'expression de la protéine à la surface de 
la bactérie et la transcription des gènes codant pour cette protéine. Cette technique a donc 
été réalisée sur des bactéries préparées comme lors de Tinfection ainsi que des bactéries 
ayant été traitées avec ou sans fer. 
2.6.1 PCR quantitatif pour les bactéries préparées comme pour Tinfection 
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La figure 30 illustre les résultats obtenus pour les différentes souches. L'expression 
relative a été calculée en fonction de la souche Newman. Les valeurs d'expression se 
retrouvant au-dessus de 0 sont donc surexprimées par rapport à celles de la souche 
Newman. Au contraire, celles se trouvant en dessous de 0 sont donc sous-exprimées. 
mu MRSA256C 
S Newman 
2-, . * ^ SHY97-3906 
— i 1 1 1 1— 
harA isdB gapB gapC clfA 
Figure 30 : PCR quantitatif sur bactéries préparées comme pour Tinfection (expression 
relative par rapport à la souche Newman) (les statistiques ont été faites par ANOVA avec 
le post test de Tukey en comparant l'expression relative des souches aux valeurs obtenus 
avec la souche Newman) 
Malgré quelques variations (valeurs obtenues avec gapB pour les souches MRSA256c et 
SHY97-3906). l'abondance des transcripts pour les gènes des protéines cibles est 
relativement la même pour les 3 souches. 
2.6.2 PCR quantitatif pour les bactéries cultivées avec et sans fer 
Comme lors des ELISA sur bactéries cultivées avec ou sans fer, une modulation de 
l'expression des gènes codant pour les protéines HarA et IsdB a été observée en PCR 
quantitatif. La figure 31 présente les résultats significatifs obtenus pour ces deux gènes. 
L'expression relative est exprimée en effectuant le ratio entre l'expression obtenue sans fer 
versus avec fer. Les valeurs d'expression se retrouvant au-dessus de 0 sont donc 
surexprimées lorsque cultivé en absence de fer. Au contraire, celles se trouvant près du 
niveau de la barre sont les gènes qui restent au même niveau dans les deux conditions. Que 
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les résultats soient significatifs ou non, il y a une différence d'expression seulement pour 
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Figure 31 : PCR quantitatif sur bactéries cultivées avec ou sans fer (expression relative 
exprimée en ratio de la condition sans fer versus avec fer) (les statistiques ont été faites par 
ANOVA avec le post test de Tukey en comparant les conditions avec et sans fer) 
2.7 Niveau de mortalité 
Lors de la mise au point du modèle de septicémie où la quantité de bactéries à injecter a été 
déterminée, différentes observations ont été réalisées. Les tableaux 7 à 9 représentent 
celles-ci. Il est clair qu'à une dose voisine de 1 x 10R UFC/souris (en caractère gras dans les 
tableaux 7 à 9) une forte mortalité est observée avec la souche SHY97-3906 (entre 50 et 






Pas de pathologie 
Pathologie faible 
Septicémie, 20% de mortalité 








Pas de pathologie 
Pas de pathologie 
Septicémie, 0% de mortalité 










Pas de pathologie 
Pas de pathologie 
Septicémie, 50% de mortalité 
Septicémie, 100% de mortalité 
Septicémie, 100% de mortalité 
Septicémie, 100% de mortalité 
Tableau 9 : Observations selon les doses expérimentales injectées aux souris CD-1 pour la 
souche SHY97-3906 
2.8 Coloration de la capsule et visualisation par microscopie électronique 
Une coloration de la capsule et une visualisation en microscopie électronique permettraient 
de confirmer la présence d'une capsule chez les différentes souches. Selon les résultats 
obtenus, nous prédisons que celle-ci serait beaucoup plus importante chez la souche 
SHY97-3906. 
Les mesures d'épaisseur obtenues démontrent que la souche SHY97-3906 possède une 
capsule beaucoup plus épaisse que les trois autres souches incluant la souche contrôle 
ATCC 29213 (P< 0,0001). En effet, l'épaisseur de la capsule était estimée à environ 0,030 
uM pour la souche Newman, à 0,033 uM pour la souche MRSA256c, à 0,084 pM pour la 
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souche SHY97-3906 et finalement, à 0,037 pM pour la souche ATCC 29213 (voir figure 
ci-bas) De plus, la coloiation à la ferritine a été plus difficile pour la souche SHY97-3906 
puisque la femtme avait peine à pénétrer la capsule tant celle-ci était épaisse (représenté 
par un halo blanc) 
Figure 32. Mesure de l'épaisseur de la capsule chez les différentes souches de 
Staphylococcus aureus (A) images par microscopie électronique de cellules de souches 
MRSA256c (B), Newman (C), SHY97-3906 (D) et ATCC29213 (E) ATCC 29213 
obtenues avec la méthode de coloration de la capsule à la femtine (statistiques faites par 
ANOVA avec le post test de Tukey en comparant les valeurs obtenues à la souche contrôle 
ATCC29213) 
Les résultats obtenus démontrent aussi que le milieu de culture utilisé pour préparer la 
bactérie n'a pas eu d'effet sur l'épaisseur de la capsule (résultats non présentés). 
2 9 Mise au point du modèle de portage nasal 
Une mise au point du modèle de portage nasal chez la souris CD-1 a été effectuée. 
2.9 1 Décompte d'UFC par nez de souris 
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Suite à Tinfection décrite à la section 1.3.2.2 des décomptes d'UFC par nez ont été 
obtenus. Les niveaux d'anticorps obtenus ont aussi été vérifiés comme lors du modèle de 
septicémie (voir figure 32) suite aux étapes d'immunisation décrites ultérieurement (voir 
section 1.2 Injection du vaccin chez la souris et analyse des anticorps). Le groupe contrôle 
(PBS) n'avait pas de quantité notable d'anticorps dirigés contre les protéines du vaccin. La 
figure 33 représente les résultats des UFC par nez. 
Figure 33 : Quantités d'anticorps obtenues suite à l'immunisation des souris avec le vaccin 


























Figure 34 : UFC obtenus par nez chez des souris vaccinées ou non, suite à l'inoculation 
intra-nasale de MRSA256c (NS = non significatif, statistiques faites avec le Student t-test) 
Les anticorps étaient au même niveau que lors des expériences précédentes. Aucune 
différence significative n'a été obtenue entre le groupe vacciné et celui quoi n'a reçu que 
du PBS lors des décomptes d'UFC par nez. 
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2.9.2 Vérification des isolats récoltés post-inoculation 
Puisque les souris possèdent une flore normale au niveau du nez impliquant des bactéries 
du genre Staphylococcus, une vérification des isolats résoltés post-inoculation par PCR 
(gènes nue et mecA) était donc nécessaire afin de confirmer qu'il s'agissait bien de S. 
aureus, MRSA256c. En effet, la cassette de résistance à la méthicilline mecA est spécifique 
aux MRSA et le gène nue aux bactéries du genre Staphylococcus (voir figure 34). La 
souche Newman a été utilisée comme contrôle négatif pour le gène mecA. 
Isolais Contrôles 
Figure 35 : Gel d'agarose 1% des isolats de nez obtenus suite à l'inoculation intra-nasale à 
S. aureus, MRSA256c, coloré au GelRed 
Les isolats sont tous positifs pour les 2 gènes (certaines amplifications ont fourni bandes 
plus faibles sur la figure) et les contrôles ont tous donné les résultats attendus, il s'agit 
donc tous de Staphylococcus aureus l'implantation de cette bactérie dans les nez de souris 




Lors de cette étude, plusieurs objectifs ont été atteints. Premièrement, il fallait produire et 
tester Timmunogénicité du vaccin (constitué des protéines HarA, IsdB, Gapc/B et ClfA et 
de deux adjuvants, la PCEP et le pGM-CSF) afin de déterminer le moment où les anticorps 
atteignaient leur plus haut niveau pour les infections subséquentes. Ensuite, il fallait 
vérifier la compétition entre les protéines au sein du vaccin (injection mixte versus 
individuelle). Troisièmement, il fallait établir le modèle de septicémie et détenniner le 
niveau de protection des souris vaccinées. Suite à l'échec du vaccin, il a été décidé 
d'investiguer différents aspects de la réponse immunitaire. L'habileté des anticorps à lier la 
bactérie estimée via un ELISA sur bactérie ainsi que la mesure de l'expression des gènes 
codant pour les protéines cibles par PCR quantitatif constituaient les deux principaux 
points à l'étude. Finalement, afin de varier le modèle d'infection et de voir si une 
protection était possible dans un autre contexte, le modèle de colonisation nasale a été 
établi et l'efficacité du vaccin face à ce modèle a été testée. 
3.1 Production de protéines recombinantes 
Comme le témoigne le tableau 6, d'importantes quantités de protéines ont été obtenues. 
Elles ont toutes été produites en conditions natives excepté la protéine chimère GapC/B. 
En effet, celle-ci a été produite en conditions dénaturantes comme décrites par l'équipe de 
Perez-Casal (2006). Malgré les cycles de dialyse afin de renaturer la protéine, celle-ci 
précipite et doit donc être maintenue à une concentration finale de 0,05% de SDS. Le poids 
moléculaire de cette protéine n'a donc pas pu être confirmé par SDS-PAGE (figure 9A). 
Pour ce qui est des autres protéines, les poids moléculaires obtenus ont pu être vérifiés par 
SDS-PAGE (figure 9A). La protéine HarA a un poids moléculaire d'environ 101 kDa mais 
sa vitesse de migration correspond plutôt au poids moléculaire de 140 kDa. Il a déjà été 
rapporté dans la littérature que certaines protéines de surface chez les bactéries à Gram 
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positif migraient de façon aberrante (McDevitt et al, 1994; Park et al, 1996). 
Spécifiquement dans le cas de HarA. l'équipe de Dryla (2003) avait observé exactement le 
même phénomène. IsdB avait une vitesse de migration correspondant à un poids 
moléculaire d'environ 80 kDa, ce qui est très près de la réalité puisque son poids réel est 
d'environ 72 kDa (Brown et al, 2009). Finalement, ClfA avait une vitesse de migration 
correspondant à un poids moléculaire d'environ 45 kDa alors que son poids moléculaire 
calculé est tout près de 36 kDa. 
Puisqu'un immunobuvardage de type Western (figure 9B) a été réalisé à l'aide de sérum de 
souris contenant des anticorps dirigés spécifiquement contre ces protéines, l'identité des 
protéines recombinantes a pu être confirmée 
3.2 Immunisation des souris 
Avec HarA, IsdB et GapC/B de très bonnes concentrations d'anticorps (près de 5 mg/ml) 
ont été obtenues à 6 semaines post-immunisation (avec un rappel) cependant, ce ne fut pas 
le cas avec la protéine ClfA (figure 11). De plus, le fait d'avoir plusieurs protéines au sein 
du même vaccin ne semble pas non plus avoir engendré de compétition entre les protéines 
en effet, les quantités d'anticorps après une injection mixte sont équivalentes à l'injection 
individuelle. ClfA constitue encore une fois une exception (figure f2), car,dans son cas, 
Tinjection individuelle a généré plus d'anticorps que Tinjection mixte (0,45mg/ml versus 
0,12mg/ml). Pour la protéine ClfA, les résultats ELISA étaient très variables 
comparativement à ce qui est retrouvé dans la littérature. Différentes études ont utilisé la 
protéine ClfA à des fins de vaccination et ont obtenu de plus hauts titres d'anticorps 
(Brouillette et al, 2002 ; Josefsson et al, 2001). En effet, dans la présente étude, il 
semblerait que plusieurs souris soient « non-répondantes ». Il est difficile de comparer les 
résultats obtenus ici avec ceux de la littérature puisque l'adjuvant ainsi que les souris 
utilisées ne sont pas les mêmes. C'est ce qui pourrait expliquer cette variabilité. Même si 
cette protéine, dans les conditions présentes, permettait une production beaucoup plus 
faible d'anticorps, celle-ci a été conservée au niveau du vaccin. 
3.3 Vérification de la présence des gènes cibles chez les souches de S. aureus 
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Les gènes cibles ont été testés par PCR réguliers chez les trois souches de S. uuretts utilisés 
en plus de la souche contrôle ATCC 29213. Tous les gènes étaient présents chez chacune 
des souches (figure 13). Cette étape permettait de passer au PCR quantitatif puisque du 
polymorphisme aurait pu être observé et donc, aucune amplification. 
3.4 Infections septicémiques 
Avant chaque infection, les niveaux d'anticorps étaient analysés afin d'assurer une quantité 
maximum de ceux-ci chez les animaux. Bien qu'une cinétique de production des anticorps 
dans le temps avait été réalisée (figure 11 ), des quantités plus faibles ont été observées lors 
des infections (figures 14, 18, et 22). Par exemple, pour la protéine HarA près de 5 mg/ml 
d'anticorps avait été obtenu lors de la cinétique et environ 1 mg/ml lors de Tinfection. Les 
mêmes lots de protéines et d'adjuvants ont été utilisés. Une variabilité au niveau des lots de 
souris pourrait expliquer ce genre résultat. Cependant, puisque cette diminution des 
anticorps a été observée lors de toutes les expériences d'infection, celles-ci sont tout de 
même comparables entre elles. Il serait intéressant d'investiguer sur cette variabilité des 
animaux qui semble assez importante puisque suite à un deuxième dosage des sérums 
précédents les mêmes valeurs avaient été obtenus (résultats non joints). 
Aucune différence significative n'a été obtenue suite aux infections septicémiques avec les 
différentes souches. Le vaccin n'a donc pas été efficace à empêcher l'établissement de 
Tinfection, malgré les quantités d'anticorps observée chez la souris. À ce moment-ci, il 
était primordial de tester si les anticorps produits contre les protéines du vaccin étaient 
capables de se lier aux différentes souches utilisées lors des infections systémiques. 
3.5 Liaison des anticorps à la bactérie 
3.5.1 Bactéries préparées pour Tinfection 
Tout d'abord, la souche MRSA256c semble être beaucoup plus liée par les anticorps que 
les deux autres souches (figure 26). Cependant, la souche Newman n'avait pas été préparée 
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dans le même milieu (TSB vs MHBCA), c'est ce qui pourrait expliquer cette différence 
(MRSA256c versus Newman). Le milieu TSB est un milieu beaucoup plus riche que le 
milieu MHBCA. Pour ce qui est de la souche SHY97-3906, celle-ci avait été préparée dans 
le même milieu que la souche MRSA256c, deux options sont alors plausibles pour cette 
souche. Soit les protéines de surface de cette souche sont beaucoup moins exprimées que 
chez les deux autres souches, soit les protéines de surface sont inaccessibles aux anticorps. 
Cette dernière option pourrait être due à la présence d'une capsule. L'équipe de Risley a 
d'ailleurs observé une diminution de la liaison du fibrinogène par la protéine ClfA causée 
par la présence d'une capsule (Risley et al, 2007). 
En plus des différences de liaison entre les souches, il ne semble pas y avoir de différence 
dans les taux de liaison entre les sérums dirigés contre les différentes protéines. Ceci 
indique donc que dans les conditions de cette expérience, lors de l'essai concernant la 
liaison des anticorps, peu d'anticorps mènent à une saturation de la bactérie. En effet, la 
quantité d'anticorps présents dans le sérum dirigés contre ClfA est déjà faible 
(comparativement aux autres antigènes), mais la densité optique observée est pourtant au 
même niveau que les autres sérums. Afin de déterminer si le système utilisé permet de 
détecter des proportions différentes d'antigènes de surface chez la bactérie, des ELISA ont 
encore une fois été réalisés, mais sur des bactéries cultivées avec ou sans fer (figures 27-
29) dans le but de surexprimer, par exemple, les protéines reliées au fer tel HarA et IsdB. 
3.5.2 Bactéries cultivées avec ou sans fer 
La modulation des protéines reliées au transport du fer a bien fonctionné puisque seules ces 
protéines ont été surexprimées (Allard et al, 2006). Encore une fois, avec la souche 
SHY97-3906 les valeurs de densités optiques obtenues sont très faibles (en dessous de la 
limite de détection) comme dans le cas des ELISA sur bactérie préparée comme pour 
Tinfection. Il est donc difficile de conclure quoi que ce soit avec cette souche pour cet 
essai. 
Afin de vérifier si la liaison des anticorps à la surface des bactéries concorde avec le niveau 
d'expression génétique des PCR quantitatifs ont été réalisées. 
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3.6 PCR quantitatif 
3.6.1 Bactéries préparées pour Tinfection 
Malgré quelques différences, l'expression gènes codant pour les différentes protéines est 
très semblable pour les 3 souches (figure 30). Les grands écarts observés au niveau de la 
liaison des anticorps n'est pas observables en PCR quantitatif. Ceci pennet donc de 
conclure qu'il se passe un phénomène à la surface de SHY97-3906 qui fait en sorte que les 
antigènes de surface ne sont pas accessibles aux anticorps. L'hypothèse de l'expression 
plus faible des antigènes est donc écartée et celle de la capsule est donc très envisageable. 
3.6.2 Bactéries cultivées avec ou sans fer 
Encore une fois, dans ces essais seules l'expression des gènes codant pour les protéines 
reliées au transport du fer a été modulée (figure 31). La souche SHY97-3906 est au même 
niveau d'expression que les 2 autres souches. 
3.7 Niveau de mortalité 
Suite à la mise au point du modèle de septicémie, différents niveaux de mortalité avaient 
été observés selon les souches. En effet, à une dose avoisinant lxlO8 UFC/souris entre 50 
et 100% de mortalité avait été observé versus aucune mortalité avec les souches Newman 
et MRSA256c (tableaux 7 à 9). Cette mortalité semble être reliée au fait que la souche pour 
laquelle les antigènes de surfaces sont moins accessibles (SHY97-3906) serait la souche la 
plus agressive. Dans le cas des souches Newman et MRSA256c, celles-ci ont une liaison 
des anticorps relativement semblable et donc une agressivité semblable. Des conclusions 
semblables ont d'ailleurs été soulevées auparavant par plusieurs équipes chez la bactérie 
Streptococcus pneumoniae. En effet, un lien avait été fait entre la capacité du système à 
contenir un bactérie et la présence d'une capsule (Musher et al, 1986 ; Vidarsson et al, 
1994; Watson et al, 1995). En général, les essais d'infection se déroulent sur une période 
beaucoup plus longue que 24h (Thakker et al, 1998; Stranger-jones et al, 2006; Schaffer 
et al, 2008). En effet, le pourcentage de survie/mortalité est généralement évalué sur 
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période d'environ 7 jours. Dans le cadre de la présente étude, il serait intéressant de voir si, 
sur une période plus longue, des résultats significatifs sont obtenus. Cependant, puisque la 
question éthique est alors introduite, ce genre d'essais est généralement proscrit par le 
comité institutionnel de protection des animaux, puisque cette procédure induit 
habituellement une douleur étalée sur un période de temps beaucoup plus longue. 
3.8 Présence d'une capsule 
Les résultats obtenus soutiennent toujours l'hypothèse selon laquelle la capsule pourrait 
jouer un rôle important lors de la liaison des anticorps à la bactérie. Cependant, malgré ce 
résultat révélateur plusieurs questions restent sans réponse. Comme mentionné 
précédemment, il serait intéressant de tester chaque étape engendrée par la réponse 
immunitaire (ex : essais d'opsonophagocytose) afin de finalement comprendre à quel 
moment celle-ci devient inefficace. De plus, il serait important d'investiguer la présence 
d'épitopes immunogènes donnant lieu à une réponse immunitaire inefficace afin de mieux 
cibler les antigènes à utiliser pour une vaccination fonctionnelle. 
3.9 Échec face à la souche MRSA256c 
Puisque la souche MRSA256c se lie fortement aux anticorps (figure 26), il aurait été 
logique qu'une diminution des UFC/g d'organe ait été obtenue, cependant ce ne fut pas le 
cas. Nous avons alors postulé que les anticorps étaient inefficaces à contenir le pathogène. 
L'équipe de Brown (Brown et al, 2009) a publié un article qui soutient cette supposition. 
En effet, son équipe a généré différents anticorps monoclonaux contre plusieurs séquences 
en acides aminés de la protéine IsdB. Sur 8 différents anticorps un seul était capable 
d'augmenter de façon significative la survie des animaux suite à une infection létale à S. 
aureus. Ce qui était le plus surprenant dans cette étude c'est que les 8 anticorps étaient 
capables de lier la protéine purifiée ainsi que la bactérie, mais 7 sur 8 avaient un pouvoir 
opsonisant très faible, voir inexistant, ce qui expliquerait l'échec de ceux-ci lors de 
Tinfection. Il est possible que cette observation soit aussi applicable à d'autres protéines de 
S. aureus. Puisque dans l'article de Brown et al, 2009 l'activité opsonisante ainsi que la 
capacité d'activation du complément sont très faibles chez les anticorps inefficaces , il 
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serait intéressant d'aller tester chacune des étapes de la réponse immunitaire. Ceci 
permettrait de savoir à quelle étape précisément les anticorps sont inefficaces. Il faut par 
contre tenir compte du fait que dans cette étude, des anticorps monoclonaux étaient 
utilisés. 
3.10 Portage nasal 
3.10.1 Mise au point du modèle 
Le modèle nasal a bien été mis au point, des UFC/nez (figure 33) ont été obtenus de façon 
chronique après 7 jours d'infection. Les quantités de UFC/nez de souris sont comparables à 
ce qui est obtenu dans la littérature avec le même modèle (Schaffer et al, 2006). De plus, 
ceux-ci ont bel et bien été confirmés par PCR avec les gènes nue et mecA (figure 34). Cette 
étape était très importante puisqu'il a été observé durant le projet que les souris sont 
colonisées de façon naturelle par des bactéries du genre Staphylococcus (résultats non 
joints), ces bactéries pourraient donc venir fausser les décomptes. La présence de ces 
bactéries a par contre grandement réduit par l'étape d'utilisation d'antibiotiques 
(pénicilline et érythromycine) lors de l'établissement de la souche expérimentale (section 
1.3.2.2 Portage nasal). 
3.10.2 Protection contre la colonisation nasale 
Bien que certaines conditions aient été mises au point et malgré la forte présence 
d'anticorps chez la souris (figure 32), aucune protection n'a été observée chez les souris 
vaccinées (figure 34). Ce modèle étant nouveau au laboratoire, une liste plus complète de 
différentes conditions pourrait être testée (différentes doses, utilisations d'autres 
antibiotiques, changement des volumes injectés dans le nez, utilisation d'autres lignées de 
souris, etc). Malgré le fait que plusieurs paramètres pourraient être testés afin d'optimiser 
le modèle, des quantités comparables à ce qui est obtenu dans la littérature ont été obtenues 
au niveau des décomptes faits par nez après 7 jours d'infection (Kiser et al, i999). 
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CONCLUSION 
Les infections causées par Staphylococcus aureus sont associées à un fort taux de mortalité 
au sein de société. En plus d'être responsable de diverses infections, cette bactérie possède 
une panoplie de résistances aux antibiotiques ce qui rend son traitement beaucoup plus 
difficile. La vaccination semble être la voie la plus prometteuse compte tenu de 
l'inefficacité des antibiotiques. Le vaccin employé dans la présente étude est composé de 
quatre protéines différentes hautement conservées chez les différentes souches de S. aureus 
soit; IsdB (iron-regulated surface déterminant), HarA (haptoglobin receptor A), ClfA 
(dumping factor A) et GapC/B (glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase). De plus, 
deux adjuvants ont été utilisés, le PCEP (polyphosphazene) et le pGM-CSF (granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor plasmidique). Les souches SHY97-3906 (isolât de 
mammite), MRSA256c (isolât nasale chez l'humain) et Newman (souche contrôle 
séquencée, isolée d'une ostéomyélite) ont été utilisées au sein d'un modèle de septicémie. 
Antérieurement, plusieurs stratégies de vaccination ont été étudiées avec, cependant, une 
seule cible antigénique par étude. Le présent projet était par contre basé sur Thypothèse 
prédisant qu'un vaccin multiprotéique allait pouvoir protéger les animaux contre une 
infection à S. aureus. Les cibles utilisées ici ont été déterminées suite à différentes 
publications (Kuklin et al, 2006 ; Clarke et al, 2006 ; Perez-Casal et al, 2006 ; Higgins et 
al, 2006) qui leur attribuaient un pouvoir de protection partielle (moins de 100% des 
animaux étaient protégés). L'utilisation de plusieurs protéines qui protègent de façon 
partielle pouvait donc mener à une protection complète des animaux (près de 100% de 
protection). 
Durant cette étude, il a été démontré que le vaccin utilisé, contenant différentes protéines 
représentant des facteurs de virulence chez la bactérie, a donné lieu à de très bonnes 
réponses immunitaires, mais que celles-ci ne protègent pas contre une septicémie à S. 
aureus. 
Suite à l'échec du vaccin, plusieurs différences entre les souches utilisées ont été 
démontrées. Notamment, Thabileté de liaison des anticorps à la bactérie, l'expression des 
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protéines cibles, Tinaccessibilité des antigènes de surface et la possible présence 
d'anticorps inefficaces permettraient d'expliquer cet insuccès. 
Cette étude amène donc un questionnement par rapport aux cibles de choix à utiliser pour 
la vaccination contre S. aureus. De plus, le mécanisme de production d'anticorps 
inefficaces en lien avec les épitopes très immunogènes exposées pourrait être une ligne 
directrice à suivre lors de la vaccination contre le pathogène. 
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